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RESUMO

A infeccdo causada pelo SARSCoV-2 é responsavel por desencadear a COVID-19, uma doenca
complexa com apresentacGes clinicas heterogéneas, podendo manifestar-se de forma grave,
frequentemente apresentando hipercoagulagdo, resultando em lesdes no endotélio vascular e
aumentando consideravelmente o risco de complicagbes trombdticas. A coagulopatia
subsequente exacerba significativamente o progndstico dos pacientes, contribuindo para um
aumento na taxa de mortalidade global. Este estudo de coorte envolveu 97 pacientes
hospitalizados na macrorregido do Triangulo Mineiro. Foram realizadas revisfes de prontuarios
médicos para avaliar os aspectos clinicos e laboratoriais, a frequéncia de trombose, bem como
a medicdo de citocinas nos grupos que apresentaram ou ndo um evento trombotico. Observou-
se que 77,3% dos pacientes hospitalizados com a doenca necessitaram de suporte de oxigénio,
sendo que 53,61% apresentaram quadro clinico grave. A taxa de eventos tromboticos
confirmados foi de 7,2%. Alteracdes nos fatores de coagulacdo foram encontradas em 27,84%,
incluindo plaquetopenia. No grupo que apresentou eventos trombdticos, os niveis de
interleucinas IL-1b, IL-10 e IL-2 foram mais elevados do que na auséncia de evento trombdtico
(p<0,05). Encontrou-se uma associagdo positiva entre o aumento da IL-10 e a chance da
ocorréncia de um evento trombotico. Conclui-se que ha um aumento na resposta inflamatoria
em pacientes com eventos trombdticos, evidenciando a inter-relacdo entre o sistema
imunolégico e disturbios na coagulacdo. Além disso, alteracfes nos fatores de coagulacao,
como a reducdo na contagem de plaquetas, foram frequentes em pacientes com COVID-19
hospitalizados.

Palavras-chaves: COVID-19, SARSCoV-2, coagulacdo, trombose, citocinas, resposta imune.



ABSTRACT
The infection caused by SARSCoV-2 is responsible for triggering COVID-19, a complex

disease with heterogeneous clinical presentations that can manifest severely, often exhibiting
hypercoagulation, resulting in vascular endothelial injuries and significantly increasing the risk
of thrombotic complications. Subsequent coagulopathy significantly worsens the prognosis of
patients, contributing to an overall increase in the mortality rate.This cohort study involved 97
hospitalized patients in the Tridngulo Mineiro macroregion. Medical record reviews were
conducted to assess clinical and laboratory aspects, the frequency of thrombosis, and the
measurement of cytokines in groups that did or did not experience a thrombotic event. It was
observed that 77.3% of hospitalized patients with the disease required oxygen support, with
53.61% presenting a severe clinical picture. The confirmed thrombotic event rate was 7.2%.
Alterations in coagulation factors were found in 27.84%, including thrombocytopenia. In the
group that experienced thrombotic events, levels of interleukins IL-1b, IL-10, and IL-2 were
higher than in the absence of thrombotic events (p<0.05). A positive association was found
between increased IL-10 levels and the likelihood of a thrombotic event. It is concluded that
there is an increase in the inflammatory response in patients with thrombotic events,
highlighting the interrelation between the immune system and coagulation disorders.
Additionally, alterations in coagulation factors, such as a reduction in platelet count, were
frequent in hospitalized COVID-19 patients.

Keywords: COVID-19, SARSCoV-2, coagulation, thrombosis, cytokines, immune response.
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1.

INTRODUGCAO E JUSTIFICATIVA

No final de 2019 e inicio de 2020, primeiro, a China e depois o resto do mundofoi
confrontado com a eclosdo de uma nova doenca, uma infecgdo viral por um virus denominado
corona virus SARS-CoV-2 que causa uma grave Sindrome Respiratéria Aguda
(GUBERNATOROVA et al., 2020). O SARSCoV-2 ¢ responsavel pela pandemia da doenca
por coronavirus (COVID-19). A COVID-19 é uma doenca complexa com um amplo espectro
de apresentagdes clinicas, variando de assintomaticos a insuficiéncia respiratoria grave com
faléncia de maltiplos 6rgdos e morte (BARRETT et al., 2021).

A maioria dos pacientes com COVID-19 é assintomaticos ou tem doenca respiratoria
leve. No entanto, ha casos fatais com manifestacGes multiorganicas e sistémicas como sepse,
choque séptico e disfuncdo de multiplos 6rgédos. Os pacientes podem apresentar quadros clinicos
com: inflamacéo pulmonar grave, sindrome do desconforto respiratério agudo, lesdo cardiaca,
lesdo renal, eventos trombdticos, especialmente em pacientes com idade avancada e

comorbidades (diabetes mellitus, hiper-tensédo e insuficiéncia cardiaca)(HAN et al., 2020).

Estudos tem apontado que o0 SARS-CoV-2 é citopatico e isso pode causar o primeiro
dano aos pulmdes, conforme evidenciado em exames patologicos. Todavia, ndo se tem clareza
guanto ao que justificaria a amplitude de sintomas e a diferenca na gravidade da doenca de um
individuo para outro (HAN et al., 2020) .

Outro achado comum em pacientes com COVID-19 ¢ a presenca de lesdo endotelial
grave com ruptura da membrana celular endotelial e a presenca de micro trombos nos capilares
alveolares (ACKERMANN et al., 2020). Essas observacGes apontam claramente para a
identificacdo de uma coagulopatia associada ao COVID-19, que pode contribuir para trombose,

danos em varios 6rgéos e a gravidade e a mortalidade.

Tem sido observado que na COVID-19 o sistema imunologico é ativado e a amplitude
dessa ativagdo € varidvel entre os individuos. Acredita-se que a ativacdo exacerbada de
citocinas, denominada “tempestade de citocinas”, tenha um papel importante na patogénese de
casos graves de COVID-19. A tempestade de citocinas pode ser desencadeada por varias
doencas infecciosas ou ndo infecciosas, e causar graves danos a multiplos érgdos (HAN et al.,
2020).
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Ressalta-se que os casos mais graves de infeccdo pelo SARS-CoV-2 apresentam altos
niveis de citocinas pro-inflamatorias. A maioria dos casos severos de COVID-19 com sindrome
de angustia respiratoria foram associados com altos niveis sistémicos de IL-1p, TNF-a e IL-6,
sugerindo uma conexdo entre a inducdo de citocinas e os danos pulmonares na COVID-19
(GUBERNATOROVA et al., 2020).

Sabe-se que as interleucinas IL-1B; IL-6 e IL-8 estdo envolvidas na maioria das
doengas crbnicas e doencas inflamatorias agudas. As infeccBes agudas podem alterar a
hemodinamica e os sistemas de coagulacdo e fibrinolitico de forma a precipitar eventos
isquémicos, com tromboembolismo relacionado com processos inflama-torios e niveis elevados
de IL-8, por exemplo, via complexo trombina-antitrombina (BESTER; MATSHAILWE;
PRETORIUS, 2018). A interleucina IL-6 é responsavel por um dos principais mecanismos
pelos quais ainflamacdo ativa a coagulacdo induzindo a expressao do fator tecidual. Além disso,
sabe-se que as concentracdes séricas de IL-1p estdo aumentadas em pacientes comdoenca
cardiaca isquémica (BESTER; MATSHAILWE; PRETORIUS, 2018).

Como um biomarcador de inflamacédo, o fibrinogénio, que é também um fatorde
coagulacdo, indica a presenca de inflamacéo e identifica individuos com alto risco para doengas
cardiovasculares quando elevado. O Fibrinogénio e os produtos de degradacdo da fibrina
estimulam as expressdes de MRNA e proteinas de IL-6, TNF- a, demonstrando uma correlagido
estreita entre sistema imune e sistema de coagulacdo na patogénese de diversas doencas (LU et
al., 2011). A producdo de fibrinogénio é regulado positivamente em resposta as citocinas
liberadas durante a inflamacdo, infeccdo, neoplasia ou dano ao tecido (FIBRINOGEN
STUDIES COLLABORATION, 2005). Os produtos de degradacao da fibrina, por exemplo o
Dimero-D, sdo utilizados frequentemente como marcadores de eventos tromboticos. A
coagulopatia na infeccdo pelo COVID-19 ¢é semelhante a coagulopatia induzida pelasepse,
caracterizando-se por coagulopatia intravascular disseminada (CIVD) e micro- angiopatia
trombatica (LLITJOS et al., 2020).

Altos niveis de expressdo de IL-1B e IFN-y foram detectados em pacientes com
COVID-19. Essas citocinas inflamatdrias podem ativar a resposta das células T auxiliares tipo
1 (Thl). No entanto, diferentemente dos pacientes com SARS, os pacientes com COVID-19
também apresentam niveis elevados de citocinas secretadas por células Th2 (como IL-4 e IL-
10), que inibem a resposta inflamatéria. Os niveis séricos de IL-2R e IL-6 em pacientes com

COVID-19 estdo positivamente correlacionados com a gravidade da doenca (YE; WANG,;
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MAO, 2020)

A infeccdo, pelo SARS-Cov-2, grave € caracterizada por uma resposta inflamatéria
aguda e séo quase invariavelmente acompanhadas por altera¢des do sistemade coagulacdo. Em
geral, apds a lesdo por um microrganismo, as células imunes sdorecrutadas e as citocinas pro-
inflamatdrias sdo geradas, essas citocinas sdo media- dores da ativacdo de coagulacdo. A
coagulagdo pode influenciar o perfil de componentes do sangue, como plaquetas, glébulos
vermelhos e redes de fibrina (BESTER; MATSHAILWE; PRETORIUS, 2018).

Dentre as alteracbes potencialmente relacionadas com pior evolucdo clinica na
COVID-19, destaca-se a predisposi¢do para doenca tromboembdlica venosa e arterial devido a
inflamacdo excessiva, hipoxia, imobilizacdo e coagulacdo intravascular difusa (DIC). O
conhecimento preciso da incidéncia de complicacBGes tromboticas em pacientes COVID-19 é
importante para a tomada de decisdo no que diz respeito a intensidade da tromboprofilaxia,
especialmente em pacientes internados em unidade de terapia intensiva (UTI) com maior risco
trombotico (LLITJOS et al., 2020).

Alguns estudos evidenciaram a alta incidéncia de complica¢bes trombdticas em
pacientes de UTI com infec¢des pelo SARS-Cov-2 (KLOK et al., 2020; LLITJOS et al., 2020),
suscitando a hipotese de que possa haver uma correlagdo entre a alta incidéncia de eventos
trombaticos nesses pacientes com a resposta imune exacerbada observada em pacientes criticos
com COVID-19.

Além da insuficiéncia respiratdria, a coagulopatia € uma anormalidade comumem
pacientes com COVID-19. Um estudo relatou uma taxa de até 27% de tromboembolismo em
pacientes COVID-19 (LLITJOS et al., 2020). Outro estudo, evidenciou uma incidéncia de
eventos trombaticos agudos de 5,2% em pacientes hospitalizados com COVID-19 compostos
por tromboembolismo venoso (2,7%), acidente vascular cerebral isquémico agudo (1,2%) e
infarto agudo do miocardio (1,2%). Para pacientes de UTI, eventos trombdticos ocorreram 8,8%
(ELBADAWI et al., 2020). Uma meta-analise, compreendendo 28.173 pacientes com COVID-
19 (94% hospitalizados), estimou uma prevaléncia intra-hospitalar de tromboembolismo
venoso de 14,1% (NOPP et al., 2020). As diferencas estatisticas se devem ao fato de que 0s
estudos incluem métodos variados de identificacdo de eventos trombéticos. De uma maneira
geral, muitos estudos concluiram que a COVID-19 aumentaa incidéncia de eventos trombaticos

e coagulopatia.
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Embora o perfil patolégico exaustivo da trombose devido a COVID-19 ainda ndo tenha
sido totalmente esclarecido, um achado significativo que emerge na diferenca entre 0s
distarbios COVID-19 e ndo COVID-19 € que as alteracbes da coagulacdo sdo mediadas
principalmente por a ativacdo de plaquetas e intrinsecamente relacionada a inflamacéo
endotelial mediada por virus (ZHANG et al., 2020).

Alguns estudos destacam o papel dos megacariocitos e plagquetas na patogénese da
COVID-19. A trombocitopenia € uma anormalidade laboratorial comum empacientes criticos e
esta associada a resultados clinicos ruins, incluindo morte. Trombocitopenia foi relatada em
pacientes hospitalizados com COVID-19, e contagens de plaquetas mais baixas estdo

associadas a piores resultados clinicos (BARRETT et al., 2021).

Uma meta-analise de 31 estudos com 7.613 participantes observou uma me-nor
contagem de plaquetas na infecgdo grave por COVID-19 e foi associada a um aumento de 3
vezes no risco de desenvolver COVID-19 grave (JIANG et al., 2020). Assim, torna-se relevante

a analise do perfil plaquetario de pacientes com COVID-19 na nossa populacao.

Neste contexto, nosso propdsito é avaliar, amostras de soro obtidas de pacientes com
diferentes formas clinicas, em diferentes momentos da infeccdo, buscandodeterminar fatores
que contribuem para uma producdo exacerbada e desregulada decitocinas e marcadores de
alteracdo no sistema de coagulacdo correlacionados com maior incidéncia de eventos
tromboticos em pacientes com COVID-19. Nossa abordagem estd ancorada em aspectos
clinicos e laboratoriais dos participantes, uma vezque contamos com a participacdo dos
principais hospitais e unidades de pronto atendimento envolvidas no combate 8 COVID-19 na
macrorregido do Triangulo Mineiro/MG, permitindo apontar caracteristicas do sistema
imunoldgico e do sistema decoagulacdo e sua relacdo com o desenvolvimento, agravamento

e/ou recuperacdo da COVID-109.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 O AGENTE ETIOLOGICO: SARS-COV-2

No final de dezembro de 2019, varias unidades de saide em Wuhan, na provincia de
Hubei, na China, relataram aglomerados de pacientes com pneumonia de causa desconhecida.
Posteriormente, o agente etiologico dessa infeccdo foi identificado como SARS-COV-2. O

coronavirus 2 da sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV-2) é um coronavirus altamente
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transmissivel e patogénico e causa a doenca do coronavirus 2019 (COVID-19), que ameaca a
salde do ser humano e a seguranca publica (HU et al., 2021).

Os coronavirus (CoVs) sdo virus de RNA de fita simples e fita positiva pertencentes
a familia Coronaviridae, ordem Nidovirales. Os CoVs sdo os maiores virus de RNA conhecidos
(YE; WANG; MAO, 2020). A ordem Nidovirales é composta pelas familias Coronaviridae,
Arteriviridae, Mesovirididae e Roniviridae. A familia Coronaviridae possui duas subfamilias:
Coronavirinae ¢ Torovirinae. A subfamilia Coronavirinae consiste em alfa(a) CoV, beta(p)
CoV, gama CoV e delta CoV com base na estrutura genémica. No entanto, entre estes, apenas
os géneros de coronavirus alfa (a) ¢ beta (B) sdo patogénicos para mamiferos e humanos
(UMAKANTHAN et al., 2020).

Durante a extensa pesquisa sobre coronavirus, um total de seis coronavirus foram
identificados como causador de doencas respiratorias, ou seja, HCoV-229E, HCoV-0C43,
HCoV-NL63, HCoV-HKU1, SARS-CoV (coronavirus da sindrome respiratéria aguda grave) e
MERS-CoV (coronavirus da sindrome respiratéria do Oriente Médio). Curiosamente, desses
HCoV-229E, HCoV-0C43, HCoV-NL63, HCoV-HKU1l foram relatados como menos
patogénicos em comparacdo com SARS-CoV e MERS-CoV (SAMUDRALA et al., 2020).

O SARS-CoV-2 (COVID-19) é um entre muitos outros virus da espécie, o CoV
relacionado ao SARS. A COVID-19 é uma particula envelopada esférica ou pleomérfica
contendo RNA de fita simples associado a uma nucleoproteina dentro de um capsideo composto
de proteina da matriz (MOUSAVIZADEH; GHASEMI, 2021). Sob o microscopio eletrénico,
as particulasdo virus exibem uma forma de cristal aspero esférico ou multifacetado. A
superficie dos virus tem projecdes proeminentes compostas por sua proteina spike, essa
estrutura viral é ilustrada na figura 1 (SAMUDRALA et al., 2020; YE; WANG; MAO, 2020).
O SARS-CoV-2 infecta células epiteliais respiratorias humanas por meio de interagdes entre
proteinas S (glicoproteina Spike) no virus com receptores da enzima conversora de angiotensina
2 (ACE2) (YANG et al., 2020).
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Figl. Representacdo esquematica do virus SARS-CoV-2.
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Fonte: Samudrala PK et al, 2020

Os morcegos sdo importantes hospedeiros naturais de alfacoronavirus e
betacoronavirus. O parente mais préximo do SARS-CoV-2 conhecido até 0 momento é um
coronavirus de morcego detectado na provincia de Yunnan, China, cuja sequénciagendmica
completa € 96,2% idéntica a do SARS-CoV-2. Isso, suporta a hip6tese de que SARS-CoV-2
provavelmente se originou de morcegos (HU et al., 2021).

Os CoVs podem infectar uma variedade de espécies hospedeiras, incluindo passaros,
humanos e alguns outros vertebrados. Esses virus causam principalmenteinfec¢oes respiratdrias

e intestinais e induzem uma variedade de manifestagdes clinicas (YE; WANG; MAO, 2020)

2.2 A DOENCA COVID-19: TRANSMISSAO, DIAGNOSTICO, MANIFESTACOES
CLINICAS LABORATORIAIS E COMPLICACOES

A transmissdo do coronavirus 2 da sindrome respiratéria aguda grave (SARS-COV-2)
ocorre principalmente por meio de goticulas respiratorias do contato pessoal e, em menor grau,
por superficies contaminadas (WIERSINGA et al., 2020). Os coronavirus podem persistir em
superficies inanimadas por dias, o que também pode ser o caso do SARS-CoV-2 e pode
representar um risco prolongado de infeccdo. 1sso explica a rapida disseminacdo geogréfica da
COVID-19 (HU et al., 2021).

A transmissdao de humano para humano ocorre por meio de vias comuns. Tosse,
espirro, inalagéo de goticulas, contato com as mucosas oral, nasal e ocular s&o os modos comuns
de disseminacgdo. A disseminacdo viral ocorre a partir do trato respiratorio, saliva, fezes e urina,
resultando em outras fontes de disseminacao do virus (UMAKANTHAN et al., 2020).
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Um numero sem precedentes de novos testes de diagnostico foi desenvolvidopara o
COVID-19 usando tecnologias de ponta. Trés tipos de testes diagndsticos sdorelevantes para o
manejo de pacientes e controle de pandemias: testes de amplificacdo molecular ou de &cido
nucleico (por exemplo, testes de PCR) que detectam RNAviral; testes de antigenos que
detectam proteinas virais (por exemplo, nucleocapsideos ou proteinas de pico); e testes
soroldgicos que detectam anticorpos do hospedeiro em resposta a infec¢do, ou vacinacdo, ou
ambos. Os dois primeiros tipos de testes podem ser usados para diagnosticar a infeccdo aguda.
Por outro lado, os testessoroldgicos fornecem apenas evidéncias indiretas de infeccdo 1 a 2
semanas apos o inicio dos sintomas e sdo mais bem usados para vigilancia. Atualmente, 0 RT-
PCR é 0 método mais utilizado em todo o mundo para a deteccdo de SARS-CoV-2 (PEELING
etal., 2022).

O diagnostico de COVID-19 geralmente ¢é feito por teste de reacdo em cadeiada
polimerase de um swab da nasofaringe. No entanto, dada a possibilidade de resultados, falso-
negativos, os achados clinicos, laboratoriais e de imagem também podemser utilizados para o
diagnostico presuntivo de individuos com alto indice de suspeita clinica de infeccédo
(WIERSINGA et al., 2020).

As caracteristicas clinicas variaram de doenca leve a doenca grave ou fa-tal. Os
sintomas mais comuns da COVID-19 foram inespecificos e incluiram principalmente: febre,
tosse e mialgia. Outros sintomas menores foram dor de garganta, dor de cabeca, calafrios,
nauseas ou vomitos, diarreia e congestao conjuntival (UMAKANTHAN et al., 2020). Sintomas
comuns em pacientes hospitalizados incluem febre (70%-90%), tosse seca (60%-86%), falta
de ar (53%-80%), fadiga (38%), mialgias (15%-44%), nauseas/vomitos ou diarreia (15%-39%),
dor de cabeca, fraqueza (25%) e rinorreia (7%). Anosmia ou ageusia pode ser 0 Unico sintoma
de apresentacdo em aproximadamente 3% dos individuos com COVID-19 (WIERSINGA et al.,
2020). Em casos graves, a COVID-19 é caracterizado por explosdo e hiper inflamacéo de
citocinas, ativacao plaquetaria, disfungéo endotelial e coagulopatia relacionada a sepse (GUAN
et al., 2020).

Em geral, homens mais velhos (>60 anos) com comorbidades sdo mais propensos a
desenvolver doenca respiratoria grave, enquanto a maioria dos jovens e criangas tem apenas
doencas leves ou sdo assintomaticos (HU et al., 2021). Em um relato de 72.314 casos na
China, 81% dos casos foram classificados como leves, 14% foram casos graves que
necessitaram de ventilacdo em unidade de terapia intensiva (UTI) e 5% foram criticos (ou seja,

0s pacientes apresentavam insuficiéncia respiratdria, choque séptico e/ou disfuncéo ou faléncia
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de multiplos 6rgédos) (HU et al., 2021).

Ao se ligar as células epiteliais no trato respiratério, 0 SARS-CoV-2 comega ase
replicar e migrar para as vias aéreas e entrar nas células epiteliais alveolares nos pulmdes. A
répida replicacdo do SARS-CoV-2 nos pulmdes pode desencadear uma forte resposta imune. A
tempestade de citocinas causa sindrome do desconforto respiratorio agudo e insuficiéncia
respiratoria, que é considerada a principal causa de morte em pacientes com COVID-19
(HUANG et al., 2020).

As alteracGes histopatoldgicas em pacientes com COVID-19 ocorrem principalmente
nos pulmdes. As analises histopatoldgicas mostraram dano alveolar difuso bilateral, formacao
de membrana hialina, descamacdo de pneumdcitos e depdsitos de fibrina nos pulmdes de
pacientes com COVID-19 grave. A inflamacdo exsudativa também foi mostrada em alguns
casos (HU et al., 2021). Outras caracteristicas observadas foram: a lesdo endotelial severa
associada ao virus intracelular e ruptura do endotélio; a presenca de trombose vascular
disseminada com microangiopatia e oclusdo dos capilares alveolares; e o aumento da
angiogénese intussusceptiva (ACKERMANN et al., 2020). Na figura 2, mostra- se a presenca

de trombos nas artérias e veias pulmonares de pacientes com COVID-19

Fig2: Presenga de multiplos trombos com ocluséo vascular subtotal de artérias e veias
pulmonares

COVID-19 FA Normal

Fonte: Ackermann M et al, 2020
Nota: (A) microscopia eletrdnica de varredura; (B) microscopia convencional Histopatologia e (C, D):
reconstrucdo 3D baseada em microCT de artérias pulmonares subsegmentais (vermelho) e vias aéreas (azul)

demonstraram oclusdo (sub) total em pulmées com COVID-19.
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Anormalidades laboratoriais comuns entre pacientes hospitalizados incluem
linfopenia, marcadores inflamatérios elevados (por exemplo, velocidade de
hemossedimentacgdo, proteina C reativa, ferritina, fator de necrose tumoral-a, IL-1, IL-6) e
parametros anormais de coagulacdo (por exemplo, tempo de protrombina prolongado,
trombocitopenia, dimero D elevado, fibrinogénio baixo) (WIERSINGA et al., 2020).

Uma revisdo sistematica de 19 estudos de 2.874 pacientes que eram principalmente da
China, relatou a variedade tipica de anormalidades laboratoriais observadas no COVID-19,
incluindo proteina C reativa sérica elevada, lactato desidrogenase aumentada.
Aproximadamente 75% dos pacientes apresentavam albuminabaixa (WU; MCGOOGAN,
2020).

A linfopenia é a anormalidade hematoldgica mais comum e esta presente ematé 83%
dos pacientes hospitalizados com COVID-19. Em conjunto com a coagulopatia, € comum o
prolongamento modesto dos tempos de protrombina (prolongado em>5% dos pacientes),
trombocitopenia leve (presente em aproximadamente 30% dos pacientes) e valores elevados de
dimero D (RODRIGUEZ-MORALES et al., 2020; WIERSINGA et al., 2020).

A trombocitopenia é uma anormalidade laboratorial também comum em pacientes
criticos com COVID-19 e estd associada a desfechos clinicos ruins, incluindo 6bito.
Trombocitopenia foi relatada em pacientes hospitalizados com COVID-19, e contagens mais

baixas de plaquetas estdo associadas a piores desfechos clinicos (BARRETT et al., 2021).

Os achados radiograficos comuns de individuos com COVID-19 incluem infiltrados
predominantes no lobo inferior bilaterais na imagem radiogréafica de térax e opacidades em
vidro fosco bilaterais, periféricas e no lobo inferior e/ou consolidacdo na tomografia
computadorizada de térax (WIERSINGA et al., 2020). Na admissao, a opacidade em vidro
fosco foi 0 achado radiol6gico mais comum na tomografia computadorizada (TC) de térax (HU
etal., 2021; HUANG et al., 2020).

Complicagdes comuns entre pacientes hospitalizados com COVID-19 incluem
pneumonia; sindrome do desconforto respiratorio agudo; lesdo hepatica aguda, caracterizada
por elevacbes na aspartato transaminase, alanina transaminase e bilirrubina; lesdo cardiaca,
incluindo elevacdo da troponina, insuficiéncia cardiaca aguda, arritmias e miocardite;
coagulopatia pro-trombotica resultando em eventos tromboembolicos venosos e arteriais; lesdo

renal aguda; manifestacfes neuroldgicas, incluindo consciéncia prejudicada e doenga
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2.2

cerebrovascular aguda; e choque (WIERSINGA et al., 2020).

RESPOSTA IMUNOLOGICA NA COVID-19

As infeccBes por patdgenos séo reconhecidas pelo sistema imunoldgico, queconsiste
em dois tipos de respostas: uma resposta imune inata que reconhece padrées moleculares
associados a patogenos (PAMPSs) e uma resposta imune adaptativa especifica de antigeno. Em
ambas as respostas, existem varias células ativadas do sistema imunolégico, que desempenham
um papel fundamental no estabeleci- mento do ambiente de citocinas (HAN et al., 2020). Uma
resposta imune inata rapida e bem coordenada é a primeira linha de defesa contra a infecgdo
viral. No entanto, respostas imunes desreguladas e excessivas podem causar danos
imunoldgicos ao corpo humano (YE; WANG; MAO, 2020). As citocinas sintetizadas de forma
excessiva levam a uma resposta inflamatdria sisttmica aguda e grave conhecida como
“tempestade de citocinas”. Varios estudos experimentais e ensaios clinicos sugeriram que a
tempestade de citocinas se correlacionava diretamente com a leséo tecidual e um progndstico

desfavoravel de doencaspulmonares graves (HAN et al., 2020).

As respostas imunes a infeccdo por SARS-CoV sdo iniciadas pelo sistema
imunoldgico inato, que reconhece patdgenos e induz citocinas pro-inflamatérias para
desencadear a resposta imune, e é seguida por respostas do sistema imune adapta- tiva,
consistindo em células T. As citocinas sao produzidas durante a resposta imune,o que atrai ainda
mais células pré-inflamatorias, como macrofagos e neutréfilos (YANG et al., 2020a). Eos
macrofagos mostraram uma producéo significativa de IL-6, sugerindo que podem contribuir
para a inflamacdo excessiva na doenca de COVID-19 (PACES et al., 2020).

A resposta do IFN, como um componente critico da resposta imune inata, é aprimeira
linha de defesa antiviral do hospedeiro. Em contraste com os primeiros relatos de niveis
indetectaveis de IFNs tipo | e 111 no soro de pacientes com COVID-19, osdados emergentes
obtidos daqueles com COVID-19 grave oferecem evidéncias de respostas robustas de 1FN-I
apos o atraso inicial dos IFNs. A resposta tardia do IFN tipo | pode aumentar a hiper inflamagéo
no estagio final do COVID-19 grave (LEE; SHIN, 2020). A resposta do interferon é retardada
no inicio e obviamente insuficiente para controlar ovirus. Como uma estratégia critica de escape
imunoldgico, 0 SARS-CoV-2 usa uma variedade de métodos para antagonizar o sistema IFN
com a consequéncia clinica deuma resposta insuficiente do IFN tipo I, que foi documentada nos
primeiros estudos do COVID-19 (LEE; SHIN, 2020)27,28].

Uma interacdo proxima entre o virus SARS-CoV-2 e o sistema imunologico deum
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individuo resulta em uma manifestacdo clinica diversificada da doenga COVID-19. Embora
as respostas imunes adaptativas sejam essenciais para a eliminacéo do virus SARS-CoV-2, as
células imunes inatas, como os macréfagos, podem contribuir,em alguns casos, para a
progressao da doenca (PACES et al., 2020).

Evidéncias mostram que os padrdes imunologicos estdo intimamente associados a
progressdo da doenca de pacientes infectados por COVID-19. O SARS-CoV- 2 interrompe as
respostas imunes normais, levando a um sistema imunoldgico com- prometido e respostas
inflamatorias descontroladas em pacientes graves com COVID-19. Esses pacientes apresentam
linfopenia, ativacdo e disfuncdo de linfocitos, anormalidades de granulécitos e mondcitos,

niveis elevados de citocinas (YANG et al., 2020a).

Os pacientes com COVID-19 ndo so apresentam linfopenia, como também tém
numero de granuldcitos e mondcitos anormais. Os neutréfilos e a relacdo neutrofilos/linfocitos

séo significativamente maiores em pacientes graves (YANG et al., 2020a).

O papel regulador dos neutréfilos na imunidade do hospedeiro inclui principalmente a
fagocitose, a desgranulacéo e a liberacdo de armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETS).
Nas ultimas décadas, o estudo da inflamacdo neutrofilica contra patégenos preocupou-se com a
producdo de NETs. NETSs sdo estruturas grandes, extracelulares, semelhantes a teias, compostas
de teias extracelulares de DNA, histonas, proteinas microbicidas e enzimas oxidativas
(MIKACENIC et al., 2018). Por um lado, as NETs podem neutralizar e matar patégenos; por
outro lado, os NETs medeiam a inflamac&o pato- l6gica em tecidos ou érgdos infectados por
virus ou bactérias. Como mencionado, a ativacdo agressiva de neutréfilos, que leva diretamente
a danos teciduais com o pro- cedimento, como explosGes oxidativas, fagocitose e geracédo
continua de NETs de neutrofilos, é conhecida como NETose (MIKACENIC et al., 2018).
Durante o estagio inicial da pandemia de COVID-19, foi relatado pela primeira vez que
marcadores séricos de NETs estavam elevados no soro de pacientes com COVID-19. Foram
encontrados niveis elevados de NETs tanto no aspirado traqueal quanto no plasma em pacientes
com COVID-19 grave (MIKACENIC et al., 2018; WANG et al., 2022).

Na figura 3, pode-se observar algumas dessas alteraces imunoldgicas descritas como
0 aumento do nimero de neutrofilos, linfopenia e 0 aumento na producdode determinadas
citocinas (YANG et al., 2020a).

22



Fig 3: A imunopatologia do COVID-19.
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O SARS-CoV-2 infecta células epiteliais respiratorias humanas por meio de interaces entre
proteinas S (glicoproteina Spike) no virus com receptores da enzimaconversora de angiotensina
2 (ACE2). Além disso, o virus pode infectar direta- mente células T e macrofagos, que é uma
caracteristica fundamental da patogénese mediada por SARS-CoV. Assim, a expressdo do
receptor ACE2 nos linfécitos, especialmente nas células T, promove a entrada do SARS-CoV-
2 nos linfocitos. A diminuigdo do nimero de células T esta inversamente correlacionada com 0s
niveis de TNFa, IL-6 e IL-10, indicando que um aumento nos niveis de citocinas inflamatérias
pode promover a deplecdo e exaustdo das populagdes de células T concomitante a progressao
da doenca (YANG et al., 2020a).

Apbs a infeccdo com SARS-CoV-2, as células T CD4 * podem ser rapidamente ativadas em
células T auxiliares patogénicas (Thl) que secretam GM-CSF, o que induz ainda mais

mondcitos CD14 T CD16 * com altos niveis de I1L-6 e acelera a inflamac&o. H4 um aumento

em uma subpopulacio de monécitos CD14 T IL-18 * em pacientes com COVID-19, o que pode
promover o aumento da produgéo de IL-1p. Entre essas citocinas, a IL-6 € um mediador chave
para o desenvolvimento da tempestade de citocinas em casos de COVID-19 (YANG et al.,
2020a; YE; WANG; MAO, 2020). A IL-6 modula a defesa do hospedeiro através de uma série
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de mecanismos imunoestimulantes: controle de mondcitos e sua diferenciacdo em macrofagos,
modulacdo da diferenciacdo de células B, aumento da producdo de IgG por celulas B e
promocdo da resposta Th2 pela inibicdoda polarizacdo Thl. Varios estudos revelaram forte
correlacdo entre os niveis de IL-6 no soro e a insuficiéncia respiratéria na COVID-19
(GUBERNATOROVA et al., 2020).

A linfopenia € onipresente em pacientes com COVID-19, com contagem ab- soluta
significativamente diminuida de células T e niveis aumentados de citocinas pré-inflamatorias
(por exemplo, IFN-y, IL-6, IL-8 (DONG KIM et al., 2007). Além disso, as células T séo

crit6icas para suprimir a resposta imune inata hiperativa durante a infeccéo viral (WANG et al.,

2022). Além disso, foram relatados mais subconjuntos pré-inflamatérios CCR6 ¥ Th17 no
sangue periférico de casos graves de COVID-19 do que casos levesde COVID-19. Estudos
indicaram uma resposta elevada das células Th17 e uma funcdo reduzida das células Treg,
consequentemente ha uma hiperinflamacdo e a progressdo da doenca de COVID-19,
particularmente nos casos graves da COVID-19 (WANG et al., 2022).

Os casos mais graves de COVID-19 exibem um aumento extremo nas citocinas
inflamatorias, incluindo IL-1p, IL-2, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, fator estimulador de col6nias de
granulécitos (G-CSF), fator estimulador de coldnias de macrofagos de granulécitos (GM-CSF),
proteina de inflamacdo de macrdéfagos-1a, IFN-y e TNF-o, representando a “tempestade de
citocinas”. Em particular, IL-1p, IL-6 e IL-10 sdo as trés citocinas mais elevadas em casos
graves (HAN etal., 2020; YANG et al., 2020a)

COAGULOPATIA NO COVID-19

H& uma quantidade impressionante de evidéncias emergentes que sugerem a presenca de um
estado hiper coagulavel em pacientes com COVID-19. Isso é particularmente importante devido
aos maus resultados clinicos associados a essa complicacdo em pacientes criticos (KICHLOO
et al., 2020).

A infeccdo por COVID-19 esté associada a alta incidéncia de trombose microe macro
vascular (HADID; KAFRI; AL-KATIB, 2021). E os pacientes graves com COVID-19
frequentemente apresentam coagulopatia, além da formag&o macica de codgulos intravasculares
semelhantes a coagulagdo intravascular disseminada (IBA et al., 2020). A coagulagédo

intravascular disseminada (CIVD) e trombose macro vascular podem ocorrer em pacientes com
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COVID-19, o que leva a morbidade e mortalidade substanciais.

As complicacbes trombdticas do novo coronavirus (COVID-19) sdo um aspecto
preocupante da doenca. A COVID-19 predispbe o0s pacientes a um estado de
hipercoagulabilidade, no entanto, a fisiopatologia por trds das complicacbes tromboticas
observadas nesta doenca nédo é totalmente compreendida. Varios mecanismos foram propostos
e a patogénese provavelmente envolve uma resposta imune do hospedeiro que contribui para a
lesdo das células endoteliais vasculares, inflamacdo, ativacdo da cascata de coagulacdo via

expressao do fator tecidual e desligamento da fibrinélise (KICHLOO et al., 2020).

Os mecanismos da coagulopatia induzida por COVID-19 podem se sobrepor em parte
aos da coagulopatia séptica induzida por bactérias. O excesso de producaode citocinas pro-
inflamatorias, 0 aumento dos niveis de padrGes moleculares associados ao dano, a estimulacdo
dos mecanismos de morte celular e o dano endotelial vascular sédo as principais causas do
disturbio de coagulacdo em qualquer infeccdo grave (IBA et al., 2020). A tempestade de
citocinas induzida pela infeccdo por COVID-19 parece contribuir para o desenvolvimento de

extensas tromboses e faléncia de 6rgaos.

As células endoteliais vasculares sdo criticas para a regulacdo da permeabilidade
vascular, manutencdo da hemostasia e regulacdo da hemdlise. Assim, ndo € surpresa que
desempenhem um papel significativo na vasculopatia e trombose do COVID-19. A leséo
endotelial vascular parece ser uma observacdo importante nos pulmdes de pacientes com
COVID-19 (KICHLOO et al., 2020). Ao comparar amostras de tecido pulmonarde autopsia de
pacientes com COVID-19 com pacientes com influenza HIN1 e controles saudaveis, foi
observada alteracdo morfoldgica significativa das células endoteliais, além da presenca de virus
intracelular. Os grupos COVID-19 e influenza de- monstraram dano alveolar difuso e
infiltracdo de linfocitos perivasculares, no entanto,os pulmdes de COVID-19 revelaram micro
trombos nos capilares alveolares numa incidéncia 9 vezes maior (ACKERMANN et al., 2020;
KICHLOO et al., 2020).

A coagulopatia induzida pela COVID-19 é comumente associada a elevagdo
consideravel dos produtos de degradacdo da fibrina, mas com modesta ou nenhuma alteragédo
no tempo de tromboplastina parcial ativada e no tempo de protrombina. Assim, niveis mais
altos de dimero D sdo frequentemente encontrados em pacientes criticos com infec¢do por
coronavirus e se correlacionam inversamente com a sobrevida (HADID; KAFRI; AL-KATIB,
2021).
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3.2

Inflamagdo aumentada, imunidade desregulada e eventos trombdticos sdo
caracteristicas de pacientes hospitalizados com COVID-19. Dado que as plaquetas sdoos
principais reguladores da trombose, inflamacéao e imunidade, elas representam umdos principais
candidatos como mediadores da patogénese associada a COVID-19. E contagem, tamanho e
maturidade de plaquetas estdo associados ao aumento de doencas criticas e mortalidade por
todas as causas entre pacientes hospitalizadoscom COVID-19 (BARRETT et al., 2021).

A trombocitopenia € comum em pacientes criticamente enfermos e muitas vezes
significa descompensacdo clinica, disfuncdo orgéanica e progressdo para CIVD. Na COVID-19,
a contagem de plaquetas geralmente é normal ou levemente reduzida. Apesar de ndo ser tdo
comum, a trombocitopenia grave se correlaciona com a progressdo da doenca (HADID;
KAFRI; AL-KATIB, 2021; YANG et al., 2020)

De uma maneira geral, conclui-se que a COVID-19 esta associada a um risco
aumentado de trombose. Assim, a anti coagulacéo pode desempenhar um papel fundamental no
manejo da COVID-19 e ter um impacto positivo na sobrevida. Compreender melhor os aspectos
envolvidos na coagulopatia promovida pelo coronavirus é importante para otimizar o

tratamento e o manejo clinico dos pacientes.

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL
Caracterizar o padrdo de citocinas e quimiocinas séricas e correlacionar com alteragfes no

sistema de coagulacdo e eventos tromboembdlicos em pacientes com COVID-19.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar os exames laboratoriais realizados durante internacdo, principalmente
contagem de plaquetas, tempo de atividade da protrombina (TAP) e tempo de tromboplastina
parcial ativada (TTPa) de pacientes com COVID-19;

. Avaliar os niveis de mediadores pro-inflamatdrios, como IL-6, IL-8, IL-1Beta, TNF-
alfa e Proteina C Reativa, em paciente com COVID-19 que apresentaram evento trombatico

grave e comparar com a dosagem de paciente que ndo apresentaram tromboseevidente;

. Correlacionar estes dados com pardmetros clinicos, laboratoriais nos pacientes com
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4.2

COVID-19.

METODOLOGIA
- PACIENTES E AMOSTRAS

Participaram deste estudo 97 pacientes com clinica de COVID-19 e que apresentaram
algum exame laboratorial ou radiol6gico sugestivo para a doenca. Os testes laboratoriais
considerados para o diagndstico foram teste sorologico para COVID-19 ou RT-PCR, sendo que
79 pacientes apresentaram teste positivo. O exame radioldgico utilizado também como critério
diagnostico foi a tomografia de térax com aspecto de opacidade em vidro fosco. Dos pacientes
selecionados, em 88 casos foi identificado o aspecto tomogréafico caracteristico. Em 18 casos
os testes laboratoriais de diagnéstico foram negativos, todavia apresentaram clinica sugestiva e

exame radioldgico compativel com a doenca COVID-19, e por isso foram incluidos no estudo.

Foram excluidos do estudo pacientes que ndo concordaram em participar dapesquisa
e pacientes com idade menor que 18 anos. Também foram excluidos do estudo, pacientes com
suspeita clinica de COVID-19 que apresentaram testes laboratoriais negativos e exame
radioldgico ndo compativel com a doenca. Além disso, ndo incluimos na pesquisa pacientes

com disturbios na coagulacdo previamente conhecidos.

As coletas analisadas foram realizadas no periodo de abril a agosto de 2020.E
considerando que o processo de vacinagdo contra a COVID-19 se iniciou em janeirode 2021,

todas as amostras estudadas sdo do periodo prévio a vacinagao.

O recrutamento de participantes deste estudo foi realizado no municipio de Uberaba-
MG, especificamente nos locais estabelecidos para atendimento em regimeambulatorial e
hospitalar dos casos de COVID-19 da macrorregido do Tridngulo Mineiro. Selecionamos
pacientes dos centros de enfrentamento da COVID-19 danossa macrorregido que nos
permitiram acesso a todos os dados clinico laboratoriaise ao acompanhamento de evolugdo dos

casos que necessitam internagdo em UTI, com dados diérios sobre risco de obito.

- ANALISE DE PRONTUARIOS E HISTORIA CLINICA DOS PACIENTES

Realizada revisdo sistematica dos prontuarios médicos dos 97 pacientes se lecionados.
Foi feita a analise das repercussbes clinicas da doenga e investigamos quais pacientes
apresentaram eventos trombéticos como trombose venosa profunda,trombo embolia pulmonar,

infarto agudo do miocérdio, acidente vascular cerebral isquémico e embolia arterial.
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4.3

4.4

5.5

Além disso, os pacientes foram classificados de acordo com o quadro clinico
apresentado em casos leves, moderados e graves da doencga. Consideramos pacientes com
quadro grave ou critico todos aqueles que necessitaram de ventilagdo mecanica e cuidados
intensivos em UTI. Como moderados classificamos todos aqueles quenecessitaram de alguma

forma que suporte de oxigénio por um periodo maior que 24horas

- DOSAGEM DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS

Foram coletadas amostras de sangue periférica de 55 pacientes, em tubo sem anticoagulante e
contendo gel separados, de onde foram armazenados os soros. As citocinas, IL-2, IL-4, IL-1p,
TNF-o, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-17 e IFNy foram dosa das pela técnica de Cytometric Bead
Array - CBA (BD BIOSCIENCES, EUA), conforme instrugdes do fabricante. As amostras
foram analisadas em citdometro FACSCalibur (BD BIOSCIENCES) utilizando o programa Cell
Quest (BD BIOSCIENCES). As concentracdes das citocinas foram calculadas com base em
curva padrdo composta de amostras com concentracdes conhecidas. Apos aquisicao dos dados
das amostras e citocinas recombinantes, foi feita analise no software FCAP Array 2.0
(SoftFlow-EUA).

- ANALISE DO SISTEMA DE COAGULACAO E EXAMES LABORATORIAIS
Analisamos os dados contidos em exames laboratoriais solicitados de rotina:como
hemograma, contagem de plaquetas, tempo de atividade da protrombina (TAP)e tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPa). Consideramos na avaliacao os exames coletados em datas
préximas ao desfecho (alta ou dbito). A analise das dosagensde fibrinogénio e Dimero-D nao foi
possivel, pois ndo eram exames solicitados rotineiramente nos hospitais ou estavam
indisponiveis. Outra limitacdo ao estudo foi ndo terexames laboratoriais de todos os pacientes
da amostra, visto que a pesquisa foi realizada por meio da revisao dos prontuarios. As analises

foram realizadas de acordo com os dados disponiveis.

A contagem de plaquetas também foi estratificada e considerada como normal valo-
res de 150.000 a 450.000/ml; trombocitopenia foi considerada quando valores
<150.000/ml e plaquetose >450.000. A trombocitopenia foi classificada quanto a gravidade em
leve quando valores entre 100.000 a 150.000/ml, moderadas valores entre 50.000 a 100.000/ml
e grave valores menores a 50.000/ml (KAPOOR et al., 2021).

- ANALISES ES-TATISTICAS
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Os dados foram tabulados no programa da Microsoft® Excel e analisa- dos pelo
IBM SPSS Statistics 23 (IBM Corp., Armonk, NY, EUA). Apds a extragdo dosdados para a
planilha as etapas de verificagdo ¢ “limpeza” do banco de dados foram consideradas. As
variaveis continuas foram verificadas quanto a distribui¢do por meiodo teste de Shapiro-Wilk e
a homocedasticidade foi avaliada pelo teste de Levene. A corre¢céo de Welch foi utilizada para
casos de variancias desiguais. O teste T ndo pareado foi utilizado para as avaliagdes com
distribuicbes gaussianas e sem diferencas nas variancias e o teste de Mann-Whitney para as
comparagdes nao paramétricas. O tamanho de efeito foi determinado pelo Cohen’d para
aplicacdo de teste para- métrico e o coeficiente de correlacdo ponto bisserial para néo
paramétrico. O teste de qui-quadrado foi utilizado para avaliar as possiveis associagdes entre
variaveis categdricas. Um modelo de regressao logistica binominal foi utilizado para avaliar a
relacdo entre citocinas e eventos trombético, o tamanho de efeito foi estimado pela racdo de
chances com o respectivo intervalo de confianga (95%). Foi considerado um nivel de
significancia de 5% em todas as analises (R Core Team, 2020; Arango, 2001).

5.6 - ASPECTOS ETICOS E FINANCIAMENTOS

Este projeto € parte de um conjunto de projetos envolvendo o combate a pandemia da
COVID-19 desenvolvidos na Universidade Federal do Tridngulo Mineiro - UFTM.
Especificamente, a presente proposta faz parte de um grande projeto intitulado“Avaliagdo da
resposta imune a infeccdo pelo Covid-19 em pacientes atendidos no municipio de Uberaba-
MG?”, aprovado pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisacom protocolo de nimero CAEE
30474020.2.0000.0008. A coleta de amostras de amostras foi iniciada imediatamente apds a
aprovacao pela CONEP, ja contando comcentenas de participantes, incluidos apds aceitarem
participar e assinarem o TCLE, com amostras de soro e/ou PBMCs coletadas em diferentes

momentos da infeccgéo.

Ainda, esta proposta faz parte do projeto “Prospec¢do de marcadores molculares €
genéticos de resisténcia e suscetibilidade a COVID-19: contribuices ao manejo clinico,
transmissao vertical, ¢ ao aprimoramento diagnéstico”, aprovado com nota maxima para
financiamento pelo edital CAPES n° 09/2020 - PREVENCAO E COMBATE A SURTOS,
ENDEMIAS, EPIDEMIAS E PANDEMIAS”, contando com recursos de custeio e capital da
ordem de R$343.302,00 e cotas de bolsas nos niveis de doutorado (12) e p6s-doutorado (10).
Como recursos adicionais, o proponente fazparte da Rede Mineira de pesquisa em doencas

infecciosas humanas e animais do estado de Minas Gerais, um projeto de aproximadamente
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5.1

R$1,4 milhdes, aprovado pela FAPEMIG e obteve financiamento individual no edital de
Demanda Universal daFAPEMIG em 2019

RESULTADOS

ANALISE DA POPULACAO

De acordo com os critérios de elegibilidade um total de 97 prontuarios foram se-
lecionados e avaliados. Todos os casos haviam a relacdo com a hipotese diagnostica para
COVID-19, por meio dos parametros clinicos iniciais e exames confirmatérios. A frequéncias
para o sexo feminino e masculino, bem como possiveis discrepancias entre 0 sexo quanto as
taxas de idades e o periodo de internacdo foram avaliados. Foi observado uma diferenca de

15,46% entre a frequéncia do sexo masculino (57,73%) e 0 sexo feminino (42,27%), mas essas

diferencas ndo foram significativas (X2 = 2,32; p = 0,13). As médias de idade em anos
(feminino: 60,70 £ 18,10 emasculino: 60,5 + 15,30) e o0 tempo de internacdo em dias (feminino:
13,60 = 16,80 emasculino: 10,60 + 9,14) ndo apresentam diferencas significativas entre 0s sexos
(Tabela 1).

Tabela 1- Dados relacionados ao sexo, idade e tempo de internagéo para pacientes
hospitalizados com sus- peita clinica de COVID-109.

Caracteristicas gerais

. Sexo
Medidas — ]
Feminino  Masculino Total X? Valor p
N 41 7
o6 o 2,32 0,13
% 42,27 57,73 100,00
Idade
Feminino Masculino  T-"student” Cohen-d Valorp
Md 62,00 60,50
X 60,70 60,30 0,12 0,02 0,91
DP 18,10 15,30

Tempo de internacdo
Feminino Masculino  T-"student” Cohen-d Valorp

Md 7,00 7,00
X 13,60 10,60 1,14 0,23 0,26
DP 16,80 9,14

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Nota: N = niimero. % = percentual. Md = mediana. X = média. DP = desvio padro. Fonte: elaboradapela autora
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Da amostra, a taxa de testes de diagnostico (RT-PCR ou Testes soroldgicos)para
COVID-19 positivos foi de 81,44 %. Ou seja, dos casos hospitalizados com suspeita clinica de
infeccdo viral pelo coronavirus a maioria foi confirmada com os exames laboratoriais. Dos 97
pacientes selecionados, em 88 casos foi identificado o aspecto tomogréafico caracteristico da
doenga estudada, sendo o exame radioldgico também utilizado como teste confirmatério para
COVID-19.

Tabela 2- Taxa de testes laboratoriais positivos e taxa de exames tomograficos com aspecto

caracteristico para COVID-19

Confirmacéo para COVID-19 — Testes laboratoriais

Caracteristica

% X? Valor p
Negativo 18 18,56
Positivo 79 81,44 38,40 <,001
Total 97 100,00
o Aspecto de vidro fosco pulmonar na tomografia
Caracteristica
% X? Valor p
Negativo 9 9,28
Positivo 88 90,72 64,30 <,001
Total 97 100,00

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Nota: N= nimero %= percentual X2= qui-quadrado.

Com relacdo a apresentacdo clinica dos 97 pacientes avaliados, observou que53,6%
apresentaram quadro grave, 23,7% quadro moderado e 22,7% quadro leve. Além disso,
constatou-se que dos pacientes hospitalizados uma grande parcela necessitou de alguma forma
de suporte de oxigénio, sendo 77,3% dos pacientes fizeramuso de oxigénio suplementar por
cateter nasal, méascara de oxigénio ou intubacdo traqueal. Dos pacientes que necessitaram de

intubacdo traqueal 9% evoluiram com melhora clinica e foram extubados (Tabela3).

Dos pacientes analisados a taxa geral de obito foi de 38,1% e dentre os 37 casos que
evoluiram para 6bito 4 casos apresentaram alguma forma de tromboembolismo. Sabemos que o

COVID promove danos a multiplos 6rgdos e as causas que levam a mortalidade sdo diversas.
Tabela 3- Avaliacdo das frequéncias para a classificacdo da gravidade, suporte de oxigénio,

método para osuporte de oxigénio em pacientes hospitalizados em um hospital da regido do

Tridngulo Mineiro, Brasil.
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Classificacio da gravidade

Caracteristica

N % X? Valor p
Leve 22 22,68
Moderado 23 23,71 18,00 <,001
Grave 52 93,61
Total 97 100,00

Suporte de oxigénio

Caracteristica

N % X? Valor p
Nao 22 22,68
Sim 75 77,32 29,00 <,001
Total 97 100,00
. Meétodo para o suporte de oxigénio
Caracteristica
N % X? Valor p
10T 52 53,60
Cateter nasal 23 23,71
Ar ambiente 22 22,68 69,90 <001
Total 97 100,00

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Nota: N = nimero. % = percentual. X2 = qui-quadrado.

52- ANALISE DE EVENTOS TROMBOTICOS E EXAMES
LABORATORIAIS RELACIONADQOS

Analisamos a ocorréncia e o diagnostico confirmado de eventos trombdéticos como
trombose venosa profunda, trombo embolia pulmonar, infarto agudo do miocardio, acidente

vascular cerebral isquémico e embolia arterial durante a internacao.

Consideramos os eventos confirmados todos aqueles que possuiam suspeitaclinica
embasada associada a um metodo de diagnostico por imagem confirmatério ou a confirmacao
macroscépica da trombose durante procedimento cirdrgico. Os casos de tromboembolismo
pulmonar e de acidente vascular cerebral isquémico foram confirmados por tomografia ou
angiotomografia. A trombose venosa periférica foi confirmada por ultrassonografia de membros
inferiores. E o caso de embolia arterial foi confirmado macroscopicamente durante

procedimento cirdrgico realizado.

A porcentagem de eventos trombéticos confirmados na amostra de pacientescom
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suspeita de COVID-19 foi de 7,2% (Tabela 4). Dos eventos trombdticos foram constatados 4
casos de tromboembolismo pulmonar ou trombose venosa profunda; 2casos de acidente

vascular cerebral isquémico e 1 caso de embolia arterial.

A taxa de utilizagdo de medicacOes anticoagulantes na amostra foi estudada e
constatamos que quase 93% dos pacientes analisados foram medicados com enoxaparina ou
heparina durante o periodo da internacdo. Assim, evidenciamos umataxa de incidéncia de

trombose relevante mesmo em uso de medidas para profilaxia desses eventos (Tabela4).

Em nosso estudo, foram registrados 27 (27,8%) casos de plaquetopenia (<
150.000/ml), sendo que 19 foram considerados como leves, 6 como moderados e 2 como grave.
A taxa de plaquetose (> 450.000/ml) também foi avaliada e encontrou-seuma taxa de 5,1%
(Tabela 4).

Tabela 4- Descricdo das frequéncias para os eventos tromboticos, uso de anticoagulante,
plaguetose, plaquetopenia e a classificacdo da plaguetopenia em pacientes hospitalizados com
a COVID-109.

Evento trombotico

Caracteristica

N % X? Valor p
Né&o 90 92,78
Sim 7 7,22 71,00 <,001
Total 97 100,00
Caracteristica Em uso de anticoagulante (heparina)
N % X? Valor p
Né&o 7 7,22
Sim 90 92,78 71,00 <,001
Total 97 100,00
Caracteristica Plaguetose
N % X? Valor p
Né&o 92 94,85
Sim 5 5,15 78,00 <,001
Total 97 100,00

Plaquetopenia

Caracteristica

N % X? Valor p
Néo 70 72,16
Sim 27 27,84 19,10 <,001
Total
Caracteristica Classificacdo da plaguetopenia
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N % X? Valor p

Leve 19 70,37

Moderado 6 22,22 17.60 <,001
Grave 2 7,41
Total 27

Fonte: Elaborada pela autora, 2023
Nota: N = nlimero. % = percentual. X? =qui quadrado.

Com relagdo aos exames laboratoriais relacionados a coagulagdo, observamos que o
tempo de atividade de protrombina (TAP) apresentou uma atividade menorno grupo com evento
trombotico. Apesar dessa diferenca entre os grupos nao ser significante, a correlacdo ponto
bisserial nos mostra que temos uma diferenca rele- vante entre os dois grupos analisados e que
se tivéssemos uma amostra maior provavelmente encontrariamos um resultado significativo. O
Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA) ndo apresentou diferencas relevantes entre
0S grupos.

Em ambos os grupos, encontramos exames laboratoriais de TAP e TTPA comalteragoes
em relacdo a normalidade. Isso provavelmente ocorreu devido a complexidade da doenca
causada pelo SARS-CoV2 que pode levar a um processo inflamatorioe a alteracdes nos fatores
de coagulacdo independentemente da presenca de eventotrombdtico. Além disso, devemos
destacar que os pacientes podem ter apresentado eventos tromboticos menores durante a

internacdo que ndo foram diagnosticados e confirmados por exames.

Tabela 5- Anélise dos exames laboratoriais TAP e TTPA em pacientes hospitalizados com
COVID-19

C.
Parametro Trombose N X DP U Valorp ponto
bisserial

- ativi Negativo 47 86,39 17,90
TAP - atividade g 57,00 0,06 0,51

(%) Positivo 5 76,08 11,55
Negativo 47 1,14 0,22
TAP - I.N.R o 56,50 0,06 0,52
Positivo 5 1,29 0,14
. Negativo 39 1,24 0,31
TTPA —relacdo . 80,00 0,53 0,18
Positivo 5 1,30 0,23
Relacdo TTPA (>1,25)
- = RC IC (95%) Valorp
Sim-n Nao—-n
" Sim—n 2 3
Evento trombotico . 0,9 0,14 a 6,01 0,92
Nao—n 17 23

TAP - atividade (<70%) RC IC (95%) Valor p
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Sim-n Nao - n

Sim-n 1 4
Evento trombotico 171 0,16 a

0,65
N&o —n 6 41 18,00 ’

Fonte: Elaborada pela autora, 2023

53- ANALISE DA LINHAGEM HEMATOPOIETICA E EXAMES
LABORATORIAIS EM RELACAO A OCORRENCIA DE EVENTO TROMBOTICO

Na andlise do hemograma dos pacientes com COVID-19 hospitalizados, observou-se
gue Nnos casos que ocorreu evento trombotico a contagem de hemacias erasignificativamente
mais baixa em comparacao ao grupo que ndo apresentou evento (p<0,050). Os pacientes que
apresentaram algum evento trombdtico também apresentaram reducdo na média dos valores da
hemoglobina e do hematdcrito, porém semefeito significativo. Ressalta-se também que houve
diferencas significativas na contagem de leucdcitos, neutréfilos e mondécitos que foram mais
elevadas no grupo que apresentou evento trombético (p<0,05). Com relacdo a outros exames
laboratoriais como PCR, Proteinas totais e albumina ndo houve diferenca significativa entre os

pacientes com trombose e sem evento.

Tabela 6- Descricdo e comparacdo de parametros clinicos laboratoriais entre pacientes com
suspeita clinicapara COVID-19, confirmados ou ndo para evento trombdtico, avaliados em um

hospital da regido do Triangulo Mineiro, Brasil.

Parametro Trombose N X DP U Valor p €. 50e
bisserial
ACi Negativo 90 3,88 0,94
U e 173,00 0,04* 045
(10°mm3)  Ppositivo 7 3,17 3,09
i Negativo 90 11,46 291
Hemoglobma 9_ _ 193.00 0,09 0,39
(9%) Positivo 7 9,66 2,09
ACri Negativo 90 34,73 8,40
Hem%tocrlto 9_ _ 224.00 0,21 0,29
(%) Positivo 7 31,11 6,12

Plaquetas  Negativo 90 26505555  104051,32

29200 0,75 0,07
(103/mm3)  Ppositivo 7 206142,86  166208,13

Leucécitos  Negativo 90 11511,74 6567,84

3 N 162,00  0,03* 0,49
(/mms) Positivo 7 18562,86 9289,58

Neutréfilos  Negativo 89 8880,53 5586,20 167,00  0,04* 0,46
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(/mm3) Positivo 7 14704,96 8352,91

Negativo 89 627,02 1051,94
Bastonetes 9_ _ 243,00 0.31 0.22
(/mm3) Positivo 7 665,84 705,51
OFACi Negativo 89 1360,80 873,83
Linfocitos 9_ _ 231,00 0.26 0,26
(/mm3) Positivo 7 1597,59 699,12
4o Negativo 89 613,72 389,49
G o gat 14100 002* 055
(/mm3) Positivo 7 1190,01 699,97
Afi Negativo 89 1,69 9,15
Basofilos gat 301,00 0,64 0,03
(/mm3) Positivo 7 0,00 0,00
Negativo 75 114,33 115,42
PCR (mg/L) N 157,00 0,55 0,16
Positivo 5 77,62 80,96
Proteinas Negativo 51 5,74 0,87
Totais (g/dL) . 11000 0,63 0,14
Positivo 5 5,60 0,31
i Negativo 53 2,97 0,56
Albumina gat 11400 0,26 0,28
(g/dL) Positivo 6 2,73 0,41

Fonte: Elaborada pela autora
Nota: N = nlimero. % = percentual. X = média. DP = desvio padrdo. U = teste de Mann-Whitney. C = correlag&o.

* = diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

5.3- ANALISE DAS INTERLEUCINAS NA EVIDENCIA DE EVENTOS TROMBOTICOS

Avaliou-se diversas citocinas de pacientes com suspeita clinica de COVID- 19 que
apresentaram ou nao algum evento trombético confirmado. Observamos que no grupo que
apresentou eventos tromboticos os niveis de interleucinas IL1b, IL-10 e IL2 eram
significativamente mais elevados do que na auséncia de evento trombético (p<0,05). Com
relacdo as interleucinas IL-6, IL-12, IL-8, IL-4, IFN-y e TNF- a, 0s dadosevidenciaram niveis
mais altas de ambas as citocinas em pacientes com evento trombotico, todavia sem significancia
estatistica (Tabela 6).

Tabela 7- Avaliagdo das citocinas na relagdo com eventos trombaticos para pacientes com
suspeita paraCOVID-19 em um hospital da regido do Triangulo Mineiro, Brasil.

Parametro (pg/mL) Trombose N X DP Test-t Valorp Cor:jens
IL-12p70 Negativo 51 4,98 1,98 -1,62 0,11 -0,84
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Positivo 4 6,75 3,61
Negativo 51 22,91 66,37

IL1-B - -2,5 0,02* -1,30
Positivo 4 137,52 254,15
Negativo 51 1628,58 3548,04
IL-8 - -0,86 0,39 -0,45
Positivo 4 3240,43 4426,78
Negativo 51 36,9 68,78
1L-17 - 0,07 0,94 0,03
Positivo 4 34,48 35,09
Negativo 51 83,55 428,78
IFN-y - -0,09 0,93 -0,05
Positivo 4 104,16 185,65
Negativo 51 43,37 202,08
TNF-a - -0,78 0,44 -0,41
Positivo 4 129,09 226,96
Negativo 51 39,84 91,59
1L-10 - -3,05 0,004* -1,58
Positivo 4 211,84 261,35
Negativo 51 601,19 2078,78
IL-6 - -1,06 0,29 -0,55
Positivo 4 1737,08 1763,29
Negativo 51 16,75 17,46
IL-4 - -0,37 0,72 -0,19
Positivo 4 20,01 9,38
Negativo 51 14,63 36,84
IL-2 o -3,19 0,002* -1,66
Positivo 4 117,38 212,77

Fonte:Elaborada pela autora, 2023

Nota: N = niimero. X = média. DP = desvio padrdo. * = diferencas estatisticamente significativas (p<0,05)

Por fim, apos relatar que concentragdes maiores para as interleucinas 1p, 2 e 10 foram
encontradas em pacientes associados a eventos tromboticos e com caracteristicas clinicas para
COVID-19, foi verificado qual o tamanho de efeito da associacdo destas citocinas nestes
pacientes (Tabela 7). A elevacdo de ambas interleucinas foi relacionada com eventos
tromboticos. Para cada elevacdo de uma unidade da IL-1p, ou seja, para cada picograma por
mililitro de aumento da IL-1f aumenta em 0,6% a razdo de chances a evento trombotico para o
paciente com caracteristicas clinicas para COVID-19 (IC = 0,999 a 1,013), esse percentual
aumenta para 1% quando se avaliaa IL-2 (IC = 0,998 a 1021,00) e a IL-10 (IC = 1,001 a 1,011).
Um efeito significativo para a amostragem avaliada foi encontrado apenas para a I1L-10 (p =
0,02) (Tabela 8).

Tabela 8- Efeito de associacdo das interleucinas 1B, 2 e 10 em eventos trombéticos para

pacientes hospitalizados com sintomas clinicos para COVID-19 em um hospital da regido do

Triangulo Mineiro, Brasil.
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Evento trombético (sim vs nédo)

. IC (95%)

Preditor

LI LS Valor p
IL-18
pg/mL 1,006 0,999 1,013 0,059
IL-2
pg/mL 1,01 0,999 1,021 0,061
IL-10

pg/mL 1,01 1,001 1,011 0,03*

Fonte:Elaborada pela autora, 2023
Nota: IC = Intervalo de confianca. RC = razdo de chances. LI = limite inferior. LS = limite superior. Pg =

picograma. mL = mililitro.

DISCUSSAO

A infeccdo pelo COVID-19 ndo somente pode provocar uma ativacdo exacerbada de
citocinas, mas também aumentar a incidéncia de eventos trombdéticos nos pacientes. Sabe-se
que a resposta inflamatéria e a ativacao de coagulacao sdo duas respostas importantes na defesa
contra a infec¢do, que ndo funcionam de forma in- dependente, mas cooperam de forma
complexa e sincrona (IBA; LEVY, 2018). E importantissimo entendermos melhor como essa
relacdo ocorre na infeccdo pelo SARSCoV-2, a fim de estabelecer protocolos de tratamento e

diagndstico para a doenca.

Nessa perspectiva, analisamos a populacéo de pacientes hospitalizados com COVID-
19 na macrorregido do Triangulo Mineiro. Foi constatada uma taxa de eventos trombdticos
significativa de 7,2% mesmo na vigéncia de medidas para tromboprofilaxia. Considerando
ainda que se evidenciou nessa pesquisa entre os pacientes hospitalizados uma taxa de 53,6% de
pacientes graves que necessitaram de intubagéo traqueal ou suporte intensivo. Elbadawi A. et
al evidenciou uma incidéncia de eventos tromboticos agudos de 8,8% para pacientes em

cuidados intensivos, taxa semelhante a encontrada em nosso estudo (ELBADAWI et al., 2020).

As plaquetas sdo cada vez mais reconhecidas como mediadores da inflamagéo e
disfuncéo imune. Pacientes com COVID-19 correm maior risco de doenca criticae mortalidade
por todas as causas secundarias a um estado inflamatério aumentado. Assim, ndo €
surpreendente que as plaguetas contribuam para sua fisiopatologiae desempenhem um papel
significativo no desenvolvimento de complicagdes associadas ao COVID-19 (BARRETT et al.,

2021). Barret T.J. et al em sua pesquisa evidenciou que entre 3.915 pacientes com infeccao por
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SARS-CoV-2 uma taxa de 20% de trombocitopenia (BARRETT et al., 2021). Essas
informacdes, corroboram com dados desse estudo que encontrou uma taxa deplaquetopenia de

27,8%, apesar da amostra analisada ser menor.

Sabe-se que a doenca grave de COVID-19 é acompanhada por reducédo da renovacao
eritrocitaria, baixos niveis de hemoglobina e aumento das concentracdes séricas de bilirrubina
total e ferritina. Além disso, a expansdo de progenitores eritrdides no sangue periférico,
juntamente com hipdxia, anemia e coagulopatias, esta alta-mente correlacionada com gravidade
e mortalidade (KRONSTEIN-WIEDEMANN et al., 2022). No nosso estudo, observou-se que
nos casos que ocorreu evento trombotico a contagem de hemacias era significativamente mais
baixa em comparagao ao grupo que ndo apresentou evento(p<0,050). Na malaria, concentracdes
séricas elevadas de TNF-a correlacionam-se fortemente com o aumento da gravidade da doenca
e a IL-10 demonstrou regular negativamente 0 TNF-o. A anemia grave da malaria tem sido
associada a producdo defeituosa de IL-10 em criancas (NUSSENBLATT et al., 2001). Em
nosso estudo, observamos um aumento de ambas as citocinas TNF-a ¢ IL-10 em pacientes com
COVID-19 e evento trombotico, ndo deixando clara se hd uma correlagdo entre as interleucinas

e a presenca de anemia.

Além disso, comprovamos a associacao entre a resposta inflamatéria e a ativacdo da
coagulagdo, evidenciando a elevagéo nas dosagens das citocinas IL1 3 e IL2 em pacientes com
COVID-19 que apresentaram eventos tromboticos. Na COVID- 19 sabemos que quando o virus
provoca uma lesdo tecidual, as células imunes sdo recrutadas e as citocinas pré-inflamatorias
sdo geradas e essas citocinas sdo media- dores da ativacdo de coagulacdo (BESTER;
MATSHAILWE; PRETORIUS, 2018). Altos niveis de expressdo de IL-1 p e IFN-y foram
detectados em pacientes com COVID-19 (YE; WANG; MAO, 2020). Com relacdo as
interleucinas 1L-12, IL- 8, IFN-gama, IL-6, IL-4 e TNF-alfa, nossos dados mostram niveis mais
altos de ambasas citocinas em pacientes com evento trombatico, todavia sem significancia

estatistica.

Ainda, constatamos que nos pacientes com eventos trombdticos os niveis de
interleucina IL-10, interleucina geralmente associada a mecanismos anti-inflamatorios,
também eram mais elevados. Surpreendentemente, outros estudos também indicaram que
pacientes com COVID-19 apresentam niveis elevados de citocinas secretadas por células Th2
(como IL-4 e IL-10), que inibem a resposta inflamatéria (YE; WANG; MAO, 2020)

A principio, a IL-10 foi descrita como Fator Inibitorio da Sintese de Citocinas (CSIF)
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ecomo parte do padrdo de citocinas Th2, mais tarde percebeu-se que a IL-10 também ¢é
produzida por células Thl tardias. A IL-10 é um potente supressor das funcGes efetoras
inflamatdrias. No entanto, como varias outras citocinas, também pode promoverproliferacao,
diferenciacéo e troca de classe de células B (BISWAS; BIEBER; MANZ, 2022), alguns estudos
ja constataram que a IL-10 € produzida por vérios tipos de celulas, tem multiplas funcdes,
pode regular negativamente as células efetoras inflamatdrias, mas também pode conduzir a
inflamacéo. Isso justificaria o resultado do nosso estudo que identificou um aumento relevante

da interleucina IL-10.

A hiperinflamacéo é uma condicéo potencialmente fatal associada a varios disturbios
clinicos caracterizados por ativacdo imune excessiva e dano tecidual. Multiplas citoci-nas
promovem o desenvolvimento de hiperinflamacdo; no entanto, a contribuicdo da IL-10
permanece obscura. Um estudo sobre linfo-histiocitose hemofagocitica (HLH), uma doenca
hiperinflamatoria prototipica, sugerem que 1L-18 e IL-10 podem promover coletivamente o
inicio de um estado hiperinflamatério (TANG et al., 2022). Nos casos de COVID-19 grave ha
uma resposta inflamatoria aguda exacerbada que é quase invariavelmente acompanhada por
alteracdes do sistema de coagulagédo. Desta forma, a contribuicdo da IL-10 no processo da
hiperinflamagdo pode favorecer o desenvolvimento de distirbios de coagulacdo e de eventos

trombéticos.

Hoje, a participacdo da IL-10 em fendmenos pro inflamatérios é amplamente aceita.
Experimentos ja sugeriram que essa citocina pode ativar o endotélio vascular, provocando a
adesdo de leucocitos. Em condigdes basais e na auséncia de IL-10, as célulasendoteliais ndo
permitem a adesdo plaquetaria, mas com o aumento da concentracdode citocinas parece haver
um estimulo seletivo e ordenado para os receptores de adesdo plaquetaria. Estudos indicaram
que em altas doses, a IL-10 pode ser um fatoressencial para o controle da proliferacao de células
endoteliais em diversos processospatologicos (GIMENO MJ et al., 2003). E isso pode justificar
0s achados do nosso estudo, que mostrou umacorrelagdo positiva entre aumento da IL-10 e

trombose.

Assim, apesar de parecer um pouco contraditoria a associacdo encontrada entre o
aumento da IL-10 e o aumento da chance de evento trombotico, tal achado pode ser justificado
pela atuacdo redundante dessa interleucina que pode atuar também comoinflamatoria em

algumas situagoes.
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6 CONCLUSOES
Em conformidade com o que foi apresentado nos resultados e discussdes, pode-se
concluir que niveis elevados de citocinas como IL-2, IL-1b e IL-10 estao cor- relacionados com
complicacdes clinicas tromboticas em pacientes com sintomas respiratérios e suspeita de
infeccdo por COVID-19. Além disso, constatamos que existe uma correlacdo positiva entre a
IL-10 e 0 aumento de chance de se ter um evento trombdtico.
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