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RESUMO

Introducé&o: Desde o inicio da pandemia de COVID-19, a obesidade tem sido citada como
um dos principais fatores para uma evolucao desfavorével da doenca; entre vérias hipoteses,
acredita-se que a ativacdo da via do inflamassoma NLRP3 pode ser um dos mecanismos
responsaveis por esse aumento de risco, ja que essa via inflamatdria se encontra ativada tanto
em individuos obesos quanto em pacientes com COVID-19. Entretanto, a exata relagdo entre
essas duas doencgas e a via do inflamassoma ainda carece de esclarecimentos na literatura.
Objetivo: Identificar a ativacdo da via inflamatoria do inflamassoma em pacientes obesos
que vieram a Obito por COVID-19. Metodologia: Foram analisadas bidpsias pulmonares
post-mortem de participantes obesos que vieram a 6bito por COVID-19 no Hospital
Marcelino Champagnat. As amostras foram comparadas com o grupo controle, composto a
partir de amostras pulmonares oriundas do Hospital das Clinicas de Curitiba, obtidas de
participantes obesos que vieram a Obito por outras causas. As amostras foram submetidas a
andlise histoldgica e imunohistoquimica para avaliar os marcadores I1L-6, TNF-a, IL-8, IL-
1B, IL-18, NALP 3, gasdermina-D e HIF. Resultados: Foram encontrados aumentos
estatisticamente significativos relacionados aos imunomarcadores 1L-6 (p<0,0001), IL-18
(p=0,002), NALP 3 (p=0,0004) e HIF (p=0.0327) nos pacientes obesos sem COVID-19
(grupo controle), quando comparados aos pacientes obesos que vieram a dbito por COVID-
19. Conclusao: O processo inflamatério induzido pelo inflamassoma NLRP3 no paciente
obeso com COVID-19 néo difere daquele causado por outras doencas graves nos pacientes

obesos.

PALAVRAS-CHAVE: COVID-19, SARS-CoV-2, inflamassoma, piroptose, obesidade.



ABSTRACT

Introduction: Since the beginning of the COVID-19 pandemic, obesity has been quoted as
one of the main risk factors for an unfavorable evolution of the disease; among several
hypotheses, it is believed that the activation of the NLRP3 inflammasome pathway may be
one of the mechanisms responsible for this increased risk, since this inflammatory pathway
is activated both in obese individuals and in patients with COVID-19. However, the exact
relationship between these two diseases and the inflammasome pathway still lacks
clarification in the literature. Objective: To identify the activation of the inflammasome
pathway in obese patients who died from COVID-19. Methodology: Post-mortem lung
biopsies were performed on obese patients who have died from COVID-19 at Hospital
Marcelino Champagnat. These samples were compared to control group, created from lung
samples obtained from obese patients who died from other causes than COVID-19, obtained
from the Hospital das Clinicas de Curitiba. All samples were submitted to histological and
immunohistochemical evaluation to identify the markers IL-6, TNF-a, IL-8, IL-1f, IL-18,
NALP, gasdermin-D and HIF. Results: Statistically significant increases related to the
immunomarkers IL-6 (p<0.0001), IL-18 (p=0.002), NALP (p=0.0004) and HIF (p=0.0327)
were found in obese patients without COVID-19 (control group), when compared to obese
patients who died from COVID-19. Conclusion: The inflammatory process induced by the
NLRP3 inflammasome in obese patients with COVID-19 does not differ from that caused
by other serious diseases in obese patients.

KEY-WORDS: COVID-19, SARS-CoV-2, inflammassomes, pyroptosis, obesity.



RESUMO POPULAR

A COVID-19 é uma doenga viral causada pelo virus conhecido como SARS-CoV-2 e pode
se manifestar com uma ampla variedade de sintomas, desde tosse e coriza nasal até graves
pneumonias que podem levar a morte. Os individuos obesos tém sido considerados como
um grupo de risco para evoluir com as formas mais graves dessa doencga infecciosa, mas 0s
mecanismos que causam essa associacdo seguem sem explicacao clara pela ciéncia até hoje.
A resposta imunoldgica dos pacientes com obesidade, mediada pelo sistema imunolégico,
responsavel por defender nosso organismo de infeccBes, parece ser diferenciada nesses
pacientes quando comparamos com individuos ndo obesos: ha uma inflamacéo crénica ativa
no paciente com obesidade, condi¢do que muitos cientistas acreditam que poderia justificar
essa maior gravidade que observamos no paciente obeso com COVID-19. No paciente
obeso, parece ocorrer uma pré-ativacao de uma via inflamatoria especifica conhecida como
via do inflamassoma NLRP3. Na COVID-19, essa mesma via parece ser profundamente
ativada e é capaz de induzir um tipo de morte celular muito particular, chamado de piroptose,
caracterizado por uma perda da integridade do envoltério celular chamado de membrana
plasmatica. Para entender melhor a relacdo entre obesidade, COVID-19 e a via inflamatoria
do inflamassoma, nesse estudo, comparamos bidpsias pulmonares de pacientes com
obesidade que morreram por COVID-19 com bidpsias de pulmao de pacientes obesos que
morreram por outras doencas e comparamos a ativacdo do sistema imunoldgico, mais
especificamente da via do inflamassoma NLRP3, nessas duas situagdes. Pudemos observar
que, na verdade, ao contrario do que era imaginado, a COVID-19 promove um grau de
inflamacdo similar a varias outras doencas graves nesse grupo de pacientes e que a
“tempestade de citocinas” que ocorre no paciente com obesidade e COVID-19 ocorre em
um grau similar, até mesmo superior, em Vvérias outras doencas que acometem pacientes

obesos.
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1. INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Sadde (OMS) define sobrepeso e
obesidade como o acumulo anormal de gordura corporal que pode trazer
danos para a saude, sendo um individuo classificado como obeso quando
apresenta indice de massa corpdrea (IMC) igual ou superior a 30 kg/m?. (1)
Estatisticas recentes demonstram que quase dois bilhdes de pessoas ao redor
do mundo apresentam algum grau de sobrepeso ou obesidade, o que

representa, aproximadamente, 30% da populacdo mundial. (2)

Desde 1998, a obesidade é considerada como um problema de satde
publica emergente, sendo abordada, desde entdo, pela OMS, como uma
epidemia. (2) Nesse periodo, os paises desenvolvidos eram o0s mais
associados com 0 aumento notavel da prevaléncia de obesidade mundial,
entretanto, nos Ultimos anos, tem-se percebido que a velocidade de
crescimento do nimero de obesos estd entrando em estabilidade nesses
paises, porém tem apresentado uma importante elevacdo nos paises em
desenvolvimento, como o Brasil. (1,3) As estatisticas também demonstram
que quase todos os paises do mundo apresentam uma prevaléncia de
sobrepeso e obesidade populacional superior a 20% e que nenhum pais tem

apresentado reducéo dessa prevaléncia ao longo dos anos. (4)

A obesidade esta associada a uma série de comorbidades, entre elas,
as doencas cardiovasculares, como a doenca arterial coronariana e
insuficiéncia cardiaca, e outras como a diabetes tipo 2, hipertensdo e
dislipidemia, sendo estimado que aproximadamente quatro milhdes de mortes

ao redor do mundo, por ano, sejam associadas ao excesso de peso. (5,6)



1.1. A INFLAMACAO CRONICA NA OBESIDADE

O tecido adiposo € extremamente ativo e participa de varios processos,
incluindo proliferacdo e diferenciacdo celular, controle, juntamente com o
sistema enddcrino, do metabolismo da glicose e dos lipideos, tendo também
acao regulatoria sobre o sistema imunologico. Quando ha o estabelecimento
de um quadro de obesidade ocorre aumento do volume dos adipdcitos,
resultando em um desbalanco na fisiologia do tecido adiposo. A hipertrofia e
a hiperplasia do tecido adiposo sdo gatilhos para o desencadeamento de um
processo inflamatorio basal crénico, cuja existéncia tem sido cada vez mais

reconhecida e estudada no obeso. (1,3,4)

O aumento do volume dos adipdcitos promove duas principais
alteragBes: a primeira delas € a isquemia cronica do tecido adiposo devido a
uma desproporc¢éo celula-vaso: o aumento do tecido adiposo em volume néo
é acompanhado pelo aumento da vascularizacao celular. A isquemia promove
0 acimulo do fator induzivel pela hipoxia 1-alfa (HIF 1-a), causador de

inflamacéo e indutor de fibrose tecidual. (7)

A segunda alteracdo associada a hipertrofia e hiperplasia das células
adiposas € o desequilibrio na secrecdo das duas principais moléculas liberadas
pelo tecido gorduroso, a leptina e a adiponectina. (3,6) A leptina age
primariamente no hipotalamo para controlar a saciedade e o metabolismo
energético, enquanto a adiponectina age na reducdo da massa corporea
gordurosa e aumenta a sensibilidade tecidual a insulina. Na obesidade, hd uma

producéo e liberacéo elevadas de leptina e reduzidas de adiponectina; esse



desequilibrio auxilia na iniciacdo do estado pro-inflamatdrio caracteristico do

paciente obeso. (3,6)

O tecido adiposo trabalha, portanto, como uma glandula enddcrina
secretando mediadores e citocinas pré-inflamatorias com acdo local e em
longas distancias. Ha receptores de leptina, por exemplo, nas células do
parénquima pulmonar; dada sua acdo pro-inflamatéria quando em altas
concentragdes, como na obesidade, a leptina pode contribuir para o
estabelecimento de um quadro inflamatdrio basal e crénico respiratorio. (8)
Ha citada, na literatura, uma possivel relacdo entre a inflamacdo basal
existente na obesidade e o desenvolvimento de algumas doencas pulmonares,
como por exemplo a asma e a doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC).

(9,10)

Tal estado pré-inflamatério cronico é representado pela elevacdo da
concentracdo de citocinas inflamatdrias, como a interleucina-6 (IL-6), a
interleucina-8 (IL-8) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e aumento no
recrutamento de macr6fagos, que Sd0 responsaveis por promover um

feedback positivo na secrecdo de citocinas pré-inflamatorias. (1,3,6,11)

Em longo prazo, o estado crénico pro-inflamatorio sistémico do obeso
resulta em disfuncédo endotelial, que € uma condicao caracterizada pela perda
da funcdo de homeostasia do endotélio vascular. O endotélio consiste na
camada mais interna de células que compdem os vasos, tendo papel
fundamental na regulagéo da fisiologia corporal, sendo o responsavel pelo
desenvolvimento de varias fungdes, entre elas o ajuste fino do fluxo

sanguineo, distribuicdo de micronutrientes para as células, controle da



migracao e proliferacdo celular, controle dos mecanismos de coagulacéo e

fibrindlise, modulacéo inflamatoria e inducdo da angiogénese. (1,3,12)

Sob condigdes fisioldgicas, o funcionamento do endotélio é mantido
por um fino equilibrio entre as secrecdes de agentes vasodilatadores, entre
eles o 6xido nitrico (NO) e as prostaciclinas, e agentes vasoconstritores, como
a angiotensina Il e as prostaglandinas. Mudancas nesse balango predispdem
0 endotélio a um estado pré-trombotico e pro-aterogénico, resultando em uma
inflamacéo caracterizada pelo aumento da aderéncia e migracao leucocitéaria,
pela ativacdo e adesdo plaquetaria e pela inducdo de processos celulares
geradores de metabdlitos oxidativos como as espécies reativas de oxigénio
(EROS). Em ultima instancia, a disfuncdo endotelial acaba sendo a
fisiopatologia de base para todas as doencas cardiovasculares associadas a
obesidade, ja que no obeso esse delicado equilibrio é perdido e a disfuncao

endotelial com inflamacéo cronica torna-se uma constante. (1,3,6)

A hipertrofia e a hiperplasia das células adiposas ndo sdo 0s Unicos
mecanismos indutores de inflamacéo e disfuncdo endotelial na obesidade. A
obesidade é associada a altas concentragdes séricas de &cidos graxos livres.
Isso representa um desafio para as células endoteliais, ja que o0 mecanismo de
geracgdo de energia na forma de adenosina-trifosfato (ATP) a partir dos acidos
graxos envolve a producdo e liberagdo de EROS, cuja agéo é deletéria para o
endotélio. (5) As EROS estédo associadas a uma reducdo da biodisponibilidade
de oxido nitrico no endotélio, auxiliando, portanto, na inducéo de disfuncéo
endotelial. (1) Além do mais, as citocinas pro-inflamatorias secretadas no

paciente obeso, principalmente a IL-6 e 0 TNF-a estdo associadas a uma



inducdo de vias celulares de oxidacéo, aumentando a formacéo de espécies

reativas de oxigénio. (1,5,6)

Sendo assim, o efeito somado de todas essas condicdes presentes no
obeso é de um estado inflamatorio crénico e hipercitocinemia, culminando
em uma imunidade inata ineficaz e um ambiente propicio para a ocorréncia
de estados inflamatorios exacerbados, caracterizados principalmente pela

ocorréncia de grave disfuncdo endotelial. (11)

1.2. A OBESIDADE NA COVID-19

Desde dezembro de 2019, o mundo inteiro tem acompanhado o
surgimento e a instalacdo de uma nova doenca de cunho respiratério, a

COVID-19 causada pelo virus SARS-CoV-2. (4)

Conforme a doenca foi se alastrando e foi decretada como pandemia
em marc¢o de 2020 pela OMS, multiplas descobertas foram feitas com relacao
a sua fisiopatologia, evolucdo, prognostico e fatores de risco. A obesidade
tem sido citada, desde o comeco da pandemia, como um dos principais fatores
de risco para evolucdo desfavoravel da doenca. (4,13) Tal associacdo ndo é
novidade, j& que a obesidade foi relacionada a piores progndsticos em outras
infeccdes virais, como na pandemia de Influenza A subtipo HIN1 em 2009,
sendo demonstrado em artigos que 0s pacientes obesos apresentaram maior
necessidade de hospitalizagdo, internamento em UTI e ventilagdo mecénica.

(11,14,15)

Vérios estudos reportaram a associacdo entre obesidade e maior
gravidade da COVID-19. Gao et cols. identificaram uma associacao linear

positiva e significativa entre 0 aumento do IMC e a admissdo em leitos de



unidade de terapia intensiva, com crescimento significativo do risco para cada
unidade de IMC aumentada. O risco de morte também apresentou uma
elevacdo linear para individuos com IMC maior do que 28 kg/m?. (13) Um
estudo de coorte observacional prospectivo identificou achados semelhantes:
pacientes com IMC elevado (> 30 kg/m?) apresentaram maior admissio em
leitos de UTI; além do mais, entre os pacientes que foram a ébito por COVID-
19, foi observado que os pacientes obesos eram significativamente mais
jovens do que os ndo obesos. (16) Popkin et al desenvolveram uma metanalise
que demonstrou que individuos com obesidade apresentaram maior risco de
serem diagnosticados com COVID-19, além de apresentarem maiores
chances de hospitalizacdo, internamento em UTI e também maior necessidade
de ventilacdo mecéanica. (4) Outras metanalises chegaram a mesma concluséo,
considerando a obesidade como um fator de risco independente para
gravidade na COVID-19. (17,18) Amostra de pacientes de Curitiba
demonstrou que pacientes obesos necessitaram de mais cuidados intensivos e
que 75% dos pacientes incluidos no estudo e que necessitaram de

hospitalizacdo em UTI eram, de fato, obesos. (19)

Os mecanismos fisiopatoldgicos que poderiam justificar essa
associacdo ainda estdo em estudo e muitas hipdteses ja foram levantadas.
Sabe-se, por exemplo, que o virus SARS-CoV-2 penetra nas células humanas
através da ligacdo direta com o receptor da enzima conversora de
angiotensina 2 (ECA 2), localizado nas superficies celulares; é sabido que
pacientes obesos apresentam maior expressdo desse receptor no tecido
adiposo, de forma que essa disponibilidade aumentada favoreceria a

penetracdo celular do virus. Além do mais, esse fato parece ser indicativo que



o tecido adiposo se comporta como um reservatorio viral, aumentando e

prolongando a carga viral nos pacientes obesos (Figura 1). (4,7,12,18)

Além disso, varios estudos ja vém demonstrando que a obesidade, por
ser um estado crénico inflamatério com desregulacdo hormonal e
imunoldgica, pode comprometer a resposta inata do sistema imune a
infeccdes em geral, sendo a COVID-19 uma delas. (1,4) Na vigéncia de um
estado pro-inflamatoério, como ocorre no obeso, a infeccéo viral desencadeia
uma resposta imunologica falha, caracterizada por uma secre¢do exacerbada
de citocinas e uma acdo ineficiente de linfécitos T e B, que resulta em um
quadro de hiperpermeabilidade vascular, hipercoagulabilidade e disfuncéo
endotelial generalizada, induzindo a faléncia multipla dos Orgaos e,

posteriormente, morte. (4,11,18)

O mesmo estudo de coorte previamente citado identificou uma
correlagé@o positiva entre a dosagem de marcadores associados a disfuncéo
endotelial (E- selectina, P-selectina, angiopoetina 2 e fator de crescimento
placentario) e IMC > 30 kg/m?; sendo assim, o artigo sugere que pacientes
obesos sdo mais suscetiveis a infeccdo grave pelo SARS-CoV-2 devido a
disfuncdo endotelial de base, causada pela liberacdo exacerbada de espécies
reativas de oxigénio, inflamacé&o crénica e desregulacdo metabdlica associada
ao tecido adiposo perivascular aumentado; 0 mesmo estudo também avaliou
pacientes com IMC considerado normal (< 25 kg/m?) e mesmo em pacientes
ndo-obesos com estado de hiperinflamacdo (concentracdo elevada de
citocinas plasmaticas), ndo foram identificados marcadores elevados para

disfuncédo endotelial. (16)



A prépria anatomia do paciente obeso parece estar diretamente
associada ao maior risco de evolucdo desfavoravel da COVID-19 nessa
populacdo. (4) Pacientes obesos apresentam importantes alteracdes na
fisiologia respiratoria, com tendéncia a apresentar volume expiratério
reduzido, capacidade funcional reduzida e menor complacéncia pulmonar.
(12) Por fim, vale ressaltar que pacientes com obesidade apresentam uma
tendéncia a serem mais hipoxémicos e costumam ter multiplas doencas
crénicas diagnosticadas, tal como diabetes tipo 2, hipertensdo arterial
sistémica, apneia obstrutiva do sono, dislipidemia e cardiopatias; a
coexisténcia de tais comorbidades é considerada, também, como um motivo

para 0 aumento da gravidade evolutiva da COVID-19 nesses pacientes. (5,17)

Figura 1: Mecanismos fisiopatologicos que poderiam justificar a

maior gravidade da COVID-19 no paciente obeso

Tecido adiposo SARS-CoV-2
m hiperplésico p ® %, fro—
= )4 © concentragdo de
; b ACE-2
%N

B

S1

Estado
inflamatdrio

croénico Tecido adiposo
O como reservatorio
. @ O ’ viral

Tempestade de
citocinas

ACE2 TMPRSS2

Alteragoes da
fisiologia

. m respiratoria




1.3. AACAO DO SARS-COV-2 NAS CELULAS PULMONARES

A infeccédo causada pelo SARS-CoV-2 inicia quando o virus atinge a
mucosa das vias aéreas superiores, rica em receptores da enzima conversora
de angiotensina 2 (ECA-2). Entretanto, os casos graves de COVID-19 estao
associados a infeccdo do epitélio respiratorio distal, representado,
basicamente, por células conhecidas como pneumacitos tipo I1, responsaveis
ndo s6 pela producdo de surfactante pulmonar, como também pela
manutencdo do funcionamento basico do epitélio respiratério. (20,21) Além
disso, o virus tem capacidade de penetrar nos macrofagos alveolares, células

de primeira linha na defesa do trato respiratorio inferior. (22)

Ap6s contaminacdo desses subtipos celulares, a replicagdo viral
ocorre de maneira intensa, especialmente nas primeiras 48 horas apds contato
com o virus, induzindo morte celular em grande intensidade. Como
consequéncia, ha importante resposta inflamatoria, oriunda especialmente da
ativacdo da imunidade inata, caracterizada pela secrecdo de uma série de
citocinas com potencial pro-inflamatério, incluindo as interleucinas 6, 8 e
TNF-a. (23) Em sequéncia, ocorre indugdo de migracdo leucocitaria,
especialmente de mondcitos e células T, com mais ativacdo de macr6fagos
alveolares, colocando em andamento um mecanismo de retroalimentacao
positiva baseado em morte celular, secrecdo de citocinas e indugédo

inflamatoria. (20,22)

Secundariamente, ha ativacdo de mecanismos pré-tromboticos,
principalmente por uma inducdo da cascata de coagulacdo, promovendo

microtromboses nos vasos pulmonares. (24) Ocorre, também, lesdo alveolar



e aumento da permeabilidade vascular, promovendo um inundamento
alveolar e dificuldade de troca gasosa, com hipoxemia e retencdo de gas
carbonico, cuja manifestacdo clinica se d& pela sindrome da angustia

respiratoria aguda (SARA). (20)

As autdpsias pulmonares de pacientes que morreram por COVID-19
apresentam, comumente, dano alveolar difuso com desenvolvimento de
membrana hialina, hemorragia alveolar associada a angiogénese intensa e
microtromboses na circulagdo pulmonar nos casos mais agudos. (23,25) Nos
casos mais cronicos e de maior periodo de evolucdo, ja é possivel identificar

fibrose intersticial. (24)

1.4.0 INFLAMASSOMA NLRP3 E SUA RELACAO TANTO COM

A OBESIDADE QUANTO COM A COVID-19

Estudos recentes correlacionaram a obesidade com a ativacdo de uma
via inflamatoria especifica chamada de via do inflamassoma NLRP3. Esses
estudos tém questionado se a ativacdo dessa via inflamatoria especifica,
derivada de uma desregulacédo da producdo de adipocinas, ndo poderia ser um
mecanismo indutor da inflamacdo cronica basal encontrada na obesidade.
(3,11,26) O inflamassoma também tem sido descrito como a principal via
inflamatdria desencadeada pelo SARS-CoV-2 ao penetrar nas celulas

humanas. (15,27)

O inflamassoma consiste em um complexo multiproteico com fungéo
essencial na imunidade inata, de forma que ele estabelece um papel critico na
defesa do ser humano contra bactérias, fungos e virus. (28-30). O subtipo de

inflamassoma NLRP3 é o mais comumente ativado no organismo, sendo
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identificada sua ativacdo tanto em pacientes obesos quanto em pacientes com
infeccdo pela COVID-19. (29,31-33) O inflamassoma NLRP3 é assim
chamado devido as trés estruturas proteicas que o formam: receptores tipo
NOD, mais especificamente o subtipo NALP ou NLRP3, a proteina

adaptadora ASC com um dominio CARD e a pro-caspase 1. (34)

Para que ocorra a ativacdo do inflamassoma, dois sinais independentes
sdo necessarios. O sinal inicial ou desencadeador comeca através do
reconhecimento de moléculas conhecidas como padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMPS) ou padrées moleculares associados a danos
(DAMPs). (29,34) No caso da infeccdo pelo SARS-CoV-2, o virus €
reconhecido pelas células da imunidade inata através de PAMPSs, que se ligam
a receptores celulares conhecidos como receptores tipo-Toll (TLR) subtipos

TLR3, TLR7 e TLRS. (28) (Figura 2).

As citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-6 e cristais de colesterol e
acido urico também sdo capazes de se ligar aos seus respectivos receptores
celulares e funcionar como primeiro sinal de ativagdo do inflamassoma.
(7,29,30) Porém, esse sinal inicial raramente € suficiente para promover uma
ativacdo plena do inflamassoma; o segundo sinal que leva a montagem final
e ativacdo verdadeira do inflamassoma ocorre pela liberacdo extracelular de
ATP, que ativa o receptor P2X7 localizado nas membranas plasmaticas

celulares. (35,36)

Nos pacientes obesos, os adipdcitos hiperplasicos e disfuncionais
favorecem uma lipolise exacerbada que resulta em alta concentracdo de

acidos graxos séricos, que servem como gatilho para a formacédo de cristais
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de colesterol. Tanto os acidos graxos quanto os cristais de colesterol sdo
particulas que funcionam como primeiro sinal para formacdo do complexo

multiproteico do inflamassoma NLRP3. (5,37)

A presenca de dois sinais diferentes induz a ativacdo de uma via de
transcricao génica conhecida como via do fator nuclear kappaB (NF-kB), que
possibilita a inducdo da transcricdo dos componentes proteicos do
inflamassoma NLRP3. (29) Inicialmente, 0 NLRP3 (ou NALP) recruta e
interage com a proteina ASC; por sua vez, apds a interacdo dessas duas
proteinas, a pré-caspase 1 se liga ao dominio CARD do complexo NALP-
ASC. Essa ultima ligacéo € critica para que ocorra a formacéo do complexo
inflamassoma plenamente ativo, que resultara, em ultima instancia, na
clivagem da pré-caspase 1 em caspase-1 (CASP-1). (15,31,32) A ativacao da
via do NF-kB promove, também, a modulacdo da expressdo génica de
citocinas como IL-6, IL-8 e TNF-a, promovendo um feedback positivo na

secrec¢do de citocinas e prolongando o processo inflamatério. (29)

Ap6s a montagem e pleno funcionamento desse complexo
multiproteico, a ativacdo da enzima prd-caspase 1 em CASP-1 leva a dois
processos fundamentais na via do inflamassoma: primeiramente, a caspase-1
é responsavel pela conversdo da pré-interleucina 1-p em interleucina 1- (IL-
1B) e da pro-interleucina 18 em interleucina 18 (IL-18), que sdo as duas

principais citocinas oriundas da ativacdo do inflamassoma. (34)

O segundo processo fundamental derivado da ativacdo da CASP-1
consiste na clivagem da proteina gasdermina D (GASD-D), resultando na

liberacdo de proteinas terminais de gasdermina que sdo essenciais para a
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confeccdo de poros na membrana plasmatica das células. (38) Esses poros
levam ao extravasamento de conteudo citoplasmatico para 0 meio
extracelular, além de permitir o influxo de sddio e 4gua, que causam edema

celular a ponto de promover a ruptura da mesma (Figura 3). (28-30,38)

O processo de formacdo de poros na membrana plasmatica celular
induz uma forma peculiar de morte celular programada conhecida como
piroptose. (28-30,38,39) Nessa condicdo, a membrana plasmatica esta
comprometida, permitindo o extravasamento de grandes quantidades de IL-
1B, IL-18 e lactato desidrogenase (LDH). Inclusive, tais citocinas e o LDH
tem sido usados como moléculas marcadoras do fendmeno de morte celular

via piroptose. (28,30)

No caso da COVID-19, a piroptose disseminada de células como
macrofagos, pneumdcitos tipo 2 e células endoteliais infectadas pelo SARS-
CoV-2 leva a uma liberacdo intensa de particulas virais, citocinas, moléculas
de LDH e espécies reativas de oxigénio, desencadeando uma reagao
imunoldgica em cadeia, na qual essas particulas ativam novamente a
formacdo do complexo do inflamassoma NLRP3 e a piroptose de outras
células. A piroptose favorece a disseminagéo na circulacdo de componentes
virais e citocinas que mantem a ativacao prolongada da inflamacéo, a ponto
de induzir uma resposta inflamatoria sistémica grave, caracterizada por uma
tempestade de citocinas e disfuncdo endotelial disseminada, que induz néo sé
uma sindrome da angustia respiratoria aguda, como desencadeia disfuncéo

organica multipla e morte. (28,30)
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Pacientes obesos sabidamente sdo portadores de um quadro
inflamatdrio cronico com secrecao consistente de citocinas pro-inflamatorias.
Questiona-se, portanto, se o0 sistema imune inato em pacientes obesos, por
estar em um suposto estado de ativacdo parcial do inflamassoma, ao ser
sobreposto a uma infeccdo pelo SARS-CoV-2, ndo desenvolveria mais
facilmente uma secrecédo exacerbada de citocinas mediadas por uma piroptose
intensa (7,29) e se esse ndo seria o principal motivo que justificaria os
achados que a COVID-19 evolui mais gravemente no paciente obeso quando

comparado ao eutrofico. (27,40)

Figura 2: Esquema ilustrativo representando a via de ativacao do inflamassoma

resultando em morte celular por piroptose
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1.5. HIF-1a COMO MODULADOR DA ATIVACAO DA VIA DO

INFLAMASSOMA NLRP3

E reconhecido, além de tudo, que pacientes obesos s&o hipoxémicos

crénicos dado o aumento desigual da massa de tecido adiposo com relacdo a



vascularizacdo, o que gera uma desproporcao células-vasos com isquemia
tecidual e também devido as questbes anatbmicas, que elevam o risco de
sindrome da apneia do sono e ciclos continuos de hipoxemia (12,41,42).
Pesquisas tém constatado que a hipoxia é, por si s6, uma indutora de
inflamacédo no paciente obeso, pois promove uma ativacdo expressiva de um
fator de transcricao génica conhecido como HIF, ou seja, fator induzivel pela
hipdxia. (42,43). Ele consiste em um fator de transcricdo génica hetero-
dimérico, cuja subunidade alfa (subdividida em HIF-1a ¢ HIF-2a) tem sua
producdo regulada diretamente pela concentracdo de oxigénio tecidual e cuja
subunidade beta (HIF-1p) tem expressao constitutiva, ou seja, sua secrecao

ndo é alterada pela hipdxia. (41)

Quando a concentracdo da subunidade alfa se eleva no nucleo celular
em resposta a hipoxia ha inducéo da transcri¢do génica de genes especificos
hipdxia-induzidos, cujas funcbes consistem em ativar mecanismos celulares
de adaptacdo a baixas concentracdes de oxigénio. Na obesidade, a elevada
expressdo do HIF-1a promove uma possivel ativagao associada da via no NF-
kB, que resulta, eventualmente, na producdo do complexo multiproteico do
inflamassoma. Essa ativacdo da via do NF-kB pelo HIF-1a ja foi demonstrada
em outras doencas, sendo questionado, inclusive, se 0 HIF-1a ndo seria um
possivel modulador da ativagdo da via do inflamassoma. (44) A ativacéo
dessas duas vias causa uma reprogramacdo de macrofagos, induzindo
infiltracdo tecidual e consequentemente uma secre¢cdo marcadamente maior
de citocinas pro-inflamatorias, como a IL-6 e o TNFa. (41,42,45) Dados da

literatura demonstram que ratos com delegdo especifica do HIF-1a tem uma
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diminuicdo da concentracdo de marcadores inflamatdrios no tecido adiposo.

(42)

A infeccdo pelo SARS-CoV-2 é capaz de promover um importante
comprometimento respiratorio com hipoxia aguda dos tecidos, especialmente
pela dificuldade de troca gasosa nos alvéolos inflamados na vigéncia de leséo
pulmonar (46). Em pacientes obesos que desenvolvem uma infec¢do aguda
pelo SARS-CoV-2, acredita-se que a via do HIF-1a, previamente ativada,
receberia um feedback positivo que leva a uma ativacdo candnica da mesma,
podendo ser mecanismo auxiliar no estabelecimento da tempestade de

citocinas tdo classica dos quadros graves da COVID-19. (41,45)

A via de transcri¢do génica do HIF € bastante dual e pode gerar tanto
respostas pré-inflamatdrias quanto anti-inflamatorias, a depender do estimulo
recebido. Na vigéncia de uma deplec¢éo cronica de oxigénio, como no caso de
um obeso, se as células recebem um insulto agudo, como uma infeccéo viral,
a ativacdo da via do HIF-1a tende a promover respostas pro-inflamatorias e
estimular a secrecdo de citocinas. (46) Novamente, € dificil ndo questionar se
a ativacao prévia do HIF-1a no paciente obeso nao estaria relacionado ao um

desfecho mais reservado em pacientes com obesidade. (41,46)

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a ativacdo da via do inflamassoma NLRP3 em participantes
obesos que vieram a Obito por COVID-19 e a implicacdo desse trajeto

inflamatdrio na resposta inflamatéria pulmonar.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS
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Os objetivos especificos desse trabalho sao:

e Descrever a ativacdo da via do inflamassoma no tecido pulmonar
de participantes obesos que vieram a obito por COVID-19
comparando com a ativagdo no grupo controle de pacientes obesos
sem COVID-19.

e Avaliar a ativacdo do HIF-1a no tecido pulmonar de participantes
obesos com COVID-19, comparando com a imunoexpresséao no

grupo controle de pacientes obesos sem COVID-19.

3. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP) pelo parecer nimero 3.944.734/2020, sendo caracterizado
como um brago do Projeto de Pesquisa “COVID-19 — caracterizacdo clinica

e epidemioldgica de pacientes atendidos em Curitiba-PR”.

A pesquisa foi desenvolvida a partir de amostras de tecido pulmonar
de participantes obesos que morreram por COVID-19 no Hospital Marcelino
Champagnat, Curitiba, Brasil, entre os anos de 2020 e 2021. Para tanto, 0
familiar responsavel legal do participante foi informado e convidado a
participar do estudo, permitindo acesso a dados clinicos e epidemioldgicos a
partir da assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e
também autorizando a realizacdo de uma coleta minimamente invasiva de
tecido pulmonar apds o 6bito. Para composi¢do do grupo controle, composto
por pacientes obesos sem COVID-19, utilizamos amostras de tecido

pulmonar obtidas do banco de amostras teciduais parafinadas de necropsias
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do Complexo do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana

(CHC-UFPR).
3.1. CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram incluidos no estudo participantes que internaram no Hospital
Marcelino Champagnat a partir de abril de 2020 até julho de 2021 e que

apresentaram todos os critérios a seguir:

e |dade maior ou igual a 18 anos;

e Admissdo hospitalar por COVID-19 confirmada atraves de teste
de RT-PCR (transcricdo reversa seguida de reacdo em cadeia da
polimerase) positivo para SARS-CoV-2 e/ou tomografia de torax
sugestiva de pneumonia viral;

e IMC igual ou maior a 30 kg/m?, valor definidor de obesidade
conforme a OMS;

e Tempo de coleta de amostra de tecido pulmonar inferior a 4 horas
apos o 6bito;

e TCLE assinado pelo familiar permitindo a autopsia com coleta de

tecido pulmonar;

Foram excluidos do estudo os participantes que apresentaram 0s

seguintes achados:

e Participantes com outras doencas virais, incluindo hepatite B,
hepatite C, HIV ou outros virus respiratérios comuns;

e Participantes com COVID-19 que vieram a Obito por outras
condicdes patoldgica que ndo a COVID-19 ou suas possiveis

complicagdes.
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Para composicdo do grupo controle de participantes obesos sem
COVID-19, incluimos no estudo os participantes que preenchiam os

seguintes critérios de inclusdo:

e |dade maior ou igual a 18 anos;
e IMC igual ou maior a 30 kg/m? ou descricdo em prontuario como

participante portador de obesidade;

Foram excluidos do grupo controle os participantes que apresentaram

0s seguintes critérios:

e Participantes que vieram a 6bito por COVID-19;

e Auséncia de descri¢do em prontuario do IMC ou classificacao
referente a antropometria.

e Participantes com outras doencas virais, incluindo hepatite B,

hepatite C, HIV ou outros virus respiratérios comuns;

3.2. COLETA DE DADOS CLINICOS

Todos os participantes incluidos no estudo tiveram seus dados clinicos
e epidemioldgicos coletados a partir dos prontuarios médicos durante o
periodo de internacdo hospitalar. Foram obtidos e tabulados os seguintes
dados: idade, sexo, comorbidades, IMC, medicac6es de uso continuo, data de
inicio dos sintomas, data de positividade do RT-PCR para SARS-CoV-2,
medicacOes usadas para COVID-19 antes do internamento hospitalar,
tomografia computadorizada da admisséo, dados laboratoriais na admissao,
tempo de internamento hospitalar, tempo de ventilagdo mecanica,

procedimentos invasivos realizados durante internamento (necessidade de
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hemodialise, traqueostomia, fibrindlise, etc.), tratamentos usados durante o
internamento (anticoagulacdo full, dexametasona, etc.), dados laboratoriais

24 horas antes do obito e data do ébito.

3.3. COLETA DAS AMOSTRAS DE TECIDO PULMONAR

As amostras de tecido pulmonar dos participantes que se adequaram a
todos os critérios de inclusdo foram coletadas por um médico cirurgido
torécico no Hospital Marcelino Champagnat. As coletas foram realizadas a
partir de uma técnica de necropsia minimamente invasiva, caracterizada por
uma mini-toracotomia anterior esquerda com resseccdo de segmento de lobo
superior esquerdo, com aproximadamente 3x3 cm de diametro. Em seguida,
as amostras foram acondicionadas em frascos contendo solucdo de formalina
10%, sendo posteriormente embebidas e emblocadas em parafina para analise

histol6gica e imunohistoquimica.

3.4. COLETA DE DADOS DO GRUPO CONTROLE

Os fragmentos pulmonares desse grupo foram obtidos do banco de
amostras teciduais parafinadas de necropsias do Complexo do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Parana (CHC-UFPR). Todas as amostras
haviam sido previamente coletadas durante necropsia emblocadas em
parafina, estando, dessa maneira, preservadas no banco de amostras para uso

em estudos diversos.

Os dados clinicos e epidemiologicos foram obtidos, também, atraves
de pesquisa direta nos laudos de necropsia. Devido a diferenca de quantidade
de amostras, ndo foi possivel obter pareamento numeérico em relagéo ao grupo

de obesos com COVID-19.
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3.5. ANALISE HISTOLOGICA

Os padr@es anatomopatoldgicos encontrados nas amostras do presente
estudo foram revisados em laminas coradas em hematoxilina e eosina — H&E
(Hematoxilina de Harris: NewProv, Céd. PA203, Parana, BR; Eosina:
BIOTEC Reagentes Analiticos, Cdod. 4371, Parana, BR). A analise foi feita

com o microscopio optico Olympus BX40.
3.6. ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA

O ensaio de imunohistoquimica foi precedido pela confeccdo de
blocos teciduais parafinados multiamostrais ou TMA (do inglés, tissue
microarray). As areas representativas dos pulm@es foram previamente
demarcadas e identificadas nas laminas de H&E e, apds, fragmentos
cilindricos medindo aproximadamente 0,3 cm de diametro de tais areas foram
extraidos dos blocos originais (bloco doadores) e organizados em blocos de
TMA (blocos receptores), que passam a conter, entdo, diversas amostras em

um unico bloco parafinado.

Entdo, as mesmas amostras multiamostrais de tecidos pulmonar
emblocadas em parafina e posteriormente cortadas foram submetidas a
avaliacdo imunohistoquimica com anticorpos mono e policlonais. Estdo
sendo avaliados no estudo os seguintes biomarcadores e/ou moléculas: IL 6,

IL 8, TNF o, NALP (NLRP3), IL-18, IL-18, gasdermina D e HIF 1-q.

O ensaio de imunohistoquimica baseou-se em um protocolo de
incubacdo de anticorpos primarios (Tabela 1) em camara Umida, com
temperatura entre 2° e 8°C, overnight. O polimero secundario (Mouse/Rabbit

PolyDetector DAB HRP Brown Detection System, BioSB, Santa Barbara,
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CA) é aplicado no material por cerca de 25 minutos em temperatura ambiente.
Apds, é feita a revelacdo da técnica com a adicdo do complexo 2,3,
diaminobenzidina + substrato de peroxido de hidrogénio por tempo suficiente
para desenvolvimento da cor castanha, seguida da contra-coloragdo com
Hematoxilina de Harris. Os resultados sdo, entdo, confirmados pela
reatividade de um controle positivo, situacdo na qual uma amostra tecidual
com imunoexpressdo sabidamente positiva para o anticorpo é alocada

juntamente com as amostras testadas (Figura 2).

Quadro 1: EspecificacBes acerca dos anticorpos que foram usados para a

técnica de imunohistoquimica

Anti-1L-6 Monoclonal/Rato Ab9325 1:400 Abcam
Anti-1L-8 Monoclonal/Rato 807 1:200 Abcam
Anti-TNF-a Monoclonal/Rato TA20 1:50 Santa Cruz
Anti-NALP Policlonal/Cabra ab4207 1:100 Abcam
Anti-1L-18 Policlonal/Coelho EC9312 1:200 Elabscience
Anti-1L-1p Policlonal/Coelho A16288 1:800 ABclonal
Anti-Gasdermina  Policlonal/Coelho A18281 1:100 ABclonal
Anti-HIF Monoclonal/Coelho EP118 1:200 BioSB

Figura 3: Esquema ilustrativo da metodologia desenvolvida
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3.7. DIGITALIZACAO E ANALISE DAS IMAGENS

As laminas imunomarcadas com anti-IL-6, anti-IL-8, anti-TNF-a, anti-
NALP, anti-IL-1f, anti-1L-18, anti-gasdermina e anti-HIF, foram escaneadas
com o auxilio do escaner de laminas Axio Scan.Z1 (Zeiss, Jena, Alemanha) e
entdo submetidas a geracdo de 30 imagens em CGA (campo de grande aumento)
no caso do grupo COVID-19 e 20 imagens em CGA no caso do grupo controle,
pelo software ZEN Blue Edition (Zeiss, Jena, Alemanha). As anélises foram
realizadas de modo cego, sendo as imagens geradas obtidas de regibes amostrais

aleatdrias sem a interferéncia de um observador.

De cada CGA, houve a mensuracdo das areas de imunoexpresséo pelo
software Image Pro-Plus versdo 4.5 (Media Cybernetics, Rockville, MD),
através do emprego de um método de segmentacdo semiautomatizada por cores,
na qual a area de imunoexpressdo tecidual para cada biomarcador foi
artificialmente delimitada e quantificada. Posteriormente, seu valor, expresso em

micrometros quadrados (um?) foi dividido pelo valor de sua respectiva area de
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tecido total (Figura 4) e finalmente transformado em um valor percentual, sendo

expresso  na  seguinte  formula  matemaética:  valor percentual =

fren " _ L
( red muropost “’a) x 100. Por fim, foram calculados os valores de média
Area tecido total

aritmética dos CGA de cada participante, de maneira que seus resultados foram
organizados em planilhas de Excel e posteriormente submetidos a analise

estatistica.

Figura 4: Composicdo demonstrando os processos da segmentacdo semiautomatizada por

cores.

Fonte: Imagem gentilmente cedida por Seigo Nagashima.

A: Imagem digitalizada de uma lamina imunomarcada para exemplificar o processo de
leitura semiautomatizada das laminas digitalizadas. B: Imagem anterior, cuja area de
imunoexpressdo foi delimitada artificialmente pela cor vermelha, com o intuito da
quantificacdo do seu valor. C: Imagem anterior, cuja area total foi delimitada artificialmente

pela cor verde, com o intuito da quantificacdo do seu valor.
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3.8. ANALISE ESTATISTICA

A condicao de normalidade foi avaliada a partir do teste D’Agostino &
Pearson. A comparacdo ndo paramétrica para as variaveis continuas entre dois
grupos dicotdomicos foi realizada por meio do teste de Mann-Whitney para
amostras independentes, caracterizados pela mediana, amplitude interquartilica,
valores minimo e maximo. O teste paramétrico para as variaveis continuas
demogréficas e clinicas entre dois grupos dicotdmicos, realizado por meio do teste
t de Student para amostras independentes, foi caracterizado por valores de média
e desvio padrdo. A associacdo entre duas varidveis categoricas foi analisada
usando-se o teste exato de Fisher, sendo seus valores caracterizados por valores
absolutos e frequéncias. Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica. Os
dados foram analisados utilizando o software JMP (™), Pro 14.0.0. (SAS

Institute, Cary, NC).

3.9. NOMENCLATURA DOS GRUPOS

Para melhor descricdo dos resultados, nomeamos 0s grupos da

seguinte maneira:

e Grupo A: composto pelos participantes obesos que vieram a
6bito por COVID-19
e Grupo B: composto pelos participantes obesos sem COVID-
19 que vieram a 6bito por outras causas.
4. RESULTADOS

4.1. DADOS CLINICOS

Os dados clinicos dos participantes do grupo A estéo representados na

Tabela 2. A maioria dos participantes € do sexo masculino, com 11
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participantes homens (78,5%) e apenas 3 mulheres; a idade média dos

participantes do grupo COVID-19 é de 67 anos e a mediana € 68 anos. O IMC

médio dos participantes ¢ de 34,12 kg/m?. Do total de 14 participantes, 9

foram diagnosticados e vieram a 6bito por COVID-19 no ano de 2020,

caracterizados como pertencentes a primeira onda da pandemia. Os outros 5

participantes remanescentes, por sua vez, vieram a 0bito no ano de 2021,

sendo caracterizados como pertencentes a segunda onda da pandemia. O

tempo medio de ventilagdo mecéanica antes do oObito foi de 14,6 dias. As

comorbidades prévias mais prevalentes na presente amostra foram a

hipertensdo arterial sistémica (85,7%), diabetes mellitus tipo 2 (35,7%) e

dislipidemia (28,5%).

Quadro 2: Dados Clinicos do Grupo A

Participante 1

Participante 2

Participante 3

Idade

80 anos

57 anos

75 anos

Sexo

Masculino

Masculino

Feminino

Comorbidades

DAC e RVM prévias, ICFER,
HAS, dislipidemia, FA cronica
em anticoagulacdo, SAHOS,
DPOC, insuficiéncia venosa
cronica, epilepsia.

HAS, DM tipo 2, transtorno de
ansiedade

Asma, DPOC, Ex-tabagista, HAS, IAM
com ICC, DM, hipotireoidismo,
Implante MP em fevereiro de 2020 por
IAM com BAVT, DRC, Dislipidemia.

IMC

41,54

35,23

31,16

MuUC

AAS 10 mg/dia, Pitavastatina 4
mg/dia, Metoprolol 50 mg/dia,
Rivaroxabana 20  mg/dia,
Trimetazina 35 mg, Ezetimiba
10 mg, Diosmina e hesperidina
(sem dose no prontuario),
Beclometasona + formoterol
aerossol 2x/dia, Trazodona 150

Losartana 100 mg/dia, AAS 100
mg/dia, Metformina 100 mg/dia,
Pantoprazol 40 mg/dia,
Bupropiona 150 mg/dia,
Rosuvastatina (sem dose descrita
no prontuario).

AAS 100 mg/dia, Ticagrelor 90 mg
2x/dia, Losartana 50 mg 2x/dia,
Metoprolol 50 mg/dia, Espironolactona
25 mg/dia, Furosemida 40 mg/dia,
Rosuvastatina 40 mg/dia, Levotiroxina
50 mcg/dia, Insulina NPH 12 Ul 2x/dia.

mg/dia, Carbamazepina 400

mg/dia,
Inicio dos sintomas | 07/abril 30/junho 25/junho
RT PCR positivo | 10/abril 06/julho 29/junho

Tempo de VM

09/04/2020 - 29/04/2020

05/07/2020 - 14/07/2020

26/06/2020 - 04/07/2020
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TAC na admissao

07/04: Caracteristicas comuns
de imagem de pneumonia por
COVID-19 estdo presentes
(acometimento entre 25-50%
dos

pulmdes) de maneira mais
pronunciada em relacdo ao
exame de marc¢o/2020.

30/06/2020: Diversas opacidades
com atenuagédo em vidro fosco nos
pulmdes, predominantemente
periféricas e acometendo
menos de 25% do parénquima
pulmonar, a maior localizada no
lobo inferior do pulméo direito,
com algumas
opacidades reticulares de permeio,
podendo corresponder a processo

26/06/2020: Opacidades pulmonares

com atenuacdo em vidro fosco
multifocais, periféricas, confluentes e
bilaterais associado a

espessamento dos septos inter e intra
lobulares, predominando nos lobos
superiores, lingula e lobo médio, cujos
achados podem estar relacionados a
pneumonia viral por COVID-19, na
dependéncia de correlagdo clinico-

inflamatério/infeccioso de | laboratorial.

COVID-19. Consolidacoes pulmonares com
broncogramas aéreos de permeio nos
lobos inferiores, cuja possibilidade de
processo
infeccioso bacteriano sobreposto deve
ser considerada no diferencial.

Dados laboratoriais | K 3,6 mEg/L K 5,0 mEg/L K 4,5 mEg/L
na admissao Na 129 mEqg/L Na 130 mEq/L Na 132 mEqg/L
Ureia 32 mg/dL Ureia 80 mg/dL Ureia 198,9 mg/dL
Creatinina 0,86 mg/dL Creatinina 0,82 mg/dL Creatinina 8,22 mg/dL
PCR 52 mg/L PCR 154,2 mg/L PCR 300,8 mg/L
Hb 12,8 g/dL Hb 14 g/dL Hb 10,7 g/dL
VG 37,5% VG 38,3% VG 30,1%

4.700/ mm? leucdcitos
4% bastOes
D-dimero 852 mcg/L

14.500/mm? leucdcitos
9% bastdes
D-dimero 628 mcg/L

21.300/ mm?® leucécitos
6% bastdes
D-dimero 1652 mcg/L

Dados laboratoriais
24 horas antes do
6bito

K 3,9 mEg/L

Na 143 mEq/L

Ureia 101,5 mg/dL
Creatinina 1,33 mg/dL
PCR 407,7 mg/L

Hb 9,7 g/dL

VG 29,4%

9.40/ mm? leucécitos
11% bastdes

K 5,8 mEg/L

Na 110 mEqg/L

Ureia 67,2 mg/dL
Creatinina 2,43 mg/dL
PCR 267,2 mg/L

Hb 9,0 g/dL

VG 27%

15.300/ mm?® leucécitos
3% bastoes

K 4,9 mEqg/L

Na 116 mEqg/L

Ureia 77,8 mg/dL
Creatinina 3,24 mg/dL
PCR 186,7 mg/L

Hb 9,8 g/dL

VG 28,1%

35.50/0 mm?® leucécitos
15% bastdes

Medicamentos
usados para COVID

Néo

Néo

Néo

na admissao

Tratamentos Anticoagulagdo ~ full ~ com | Azitromicina 500 mg/dia por 5 | Oseltamivir 150 mg/dia por 5 dias,
durante enoxaparina, hidroxicloroquina | dias; Dexametasona 6 mg/dia; | Dexametasona 6 mg/dia por 10 dias,

internamento 800 mg/dia no primeiro dia e | Ceftriaxona 2 g/dia. Ceftriaxona 2 g/dia por 7 dias,

400 mg/dia nos outros dias,
azitromicina 500 mg/dia por 5
dias, ceftriaxona 2 g/dia;
oseltamivir 150 mg/dia por 5
dias.

Azitromicina 500 mg/dia por 5 dias.

Procedimentos

Traqueostomia

Cardioversdo elétrica por FAAR

Hemodialise.

invasivos com instabilidade hemodinamica,
trombdlise com alteplase devido a
TEP macico
Participante 4 Participante 5 Participante 6
Idade 64 anos 57 anos 57 anos
Sexo Masculino Masculino Masculino
Comorbidades DRC ndo dialitica, histérico de | HAS HAS, DM, Transtorno de ansiedade
2 transplantes renais (25 anos e generalizado.
9 anos atrés), HAS, DAC com
ATC prévia.
IMC 34,22 31,91 35,9
MUC Micofenolato (sem dose em | Indapamida 1,5 mg/dia Metformina (sem dose em prontudrio),

prontuario), Tacrolimus 2g/dia,

Losartana 50 mg 2x/dia, Sertralina 50
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Prednisona 10 mg/dia,
Furosemida 40 mg 2x/dia, AAS
100 mg/dia, Alopurinol 200
mg/dia, Xarelto 10 mg/dia,
Dutasterida + tansulosina (sem
dose em prontuario), Bactrim
800+160 mg (sem dose),
Solifenacina 5 mg 2x/dia,
Trimetazidina 35 mg 2x/dia,

mg/dia, Zolpidem (sem dose em
prontuério).

Rosuvastatina  (sem  dose),
Enalapril 10 mg 2x/dia,
Carvedilol 12,5 mg 2x/dia

Inicio dos sintomas | 22/junho 06/junho 28/junho

RT PCR positivo | 28/junho 08/junho 05/julho

Tempo de VM 07/07/2020 - 11/07/2020 12/06/2020 - 18/07/2020 07/07/2020 - 30/07/2020

TAC na admissdo | 03/07/2020: 11/06/2021: Opacidades | 05/07/2020: Opacidades pulmonares
Caracteristicas comuns  de | pulmonares com atenuagdo em | com atenuagdo em  vidro-fosco,
imagem de pneumonia por | vidro-fosco periféricas, | multifocais e bilaterais, confluentes,
COVID-19 estdo presentes. | multifocais e bilaterais, associadas | associadas a

Padrédo tipico*. Acometimento
pulmonar aproximado de 25-
50%.

a

espessamento septal, por vezes
com  pequenos focos de
consolidagbes de permeio. Os
aspectos por imagem,
embora inespecificos, podem
representar processo pneumaonico
inflamatorio/infeccioso

(considerar etiologia
viral).
Extensdio do  acometimento

pulmonar: moderado (25-50%).

espessamento septal. Os aspectos por
imagem, embora inespecificos, podem

representar  processo  pneumonico
inflamatério/infeccioso (considerar
etiologia viral).

Extensdo do acometimento pulmonar:
acentuado (>50%).

Dados laboratoriais
na admissao

K 4,3 mEg/L

Na 129 mEq/L

Ureia 118,6 mg/dL
Creatinina 2,59 mg/dL
PCR 66,2 mg/L

Hb 11 g/dL

VG 31%

4.000/ mm? leucécitos
0% bastbes

D-dimero 1599 mcg/L

K 3,4 mEg/L

Na 133 mEq/L

Ureia 35,6 mg/dL
Creatinina 1,23 mg/dL
PCR 47,7 mg/L

Hb 15,8 g/dL

VG 43,1%

7.400/ mm? leucécitos
0% bastoes

D-dimero 431 mcg/L

K 4,1 mEg/L

Na 134 mEq/L

Ureia 44,2 mg/dL
Creatinina 0,78 mg/dL
PCR 47,8 mg/L

Hb 17,3 g/dL

VG 47,8%

7.800/ mm?® leucécitos
3% bastdes

Dados laboratoriais
24 horas antes do
6bito

K 4,6 mEg/L

Na 130 mEq/L

Ureia 168,9 mg/dL
Creatinina 6,38 mg/dL
PCR 392,5 mg/L

K 5,3 mEg/L

Na 126 mEqg/L

Ureia 101,5 mg/dL
Creatinina 3,53 mg/dL
PCR 281,6 mg/L

K 5,6 mEg/L

Na 114 mEq/L

Ureia 118,3 mg/dL
Creatinina 2,55 mg/dL
PCR 236,2 mg/L

Hb 10,7 g/dL Hb 7,8 g/dL Hb 9,3 g/dL

VG 26,5% VG 23,1% VG 26,6%

9.800/ mm? leucécitos 15.800/ mm?® leucécitos 25.000/ mm?® leucécitos

7% bastdes 38% bastdes 16% bastdes/
Medicamentos Né&o Né&o Néo

usados para COVID

na admissao

Tratamentos Ceftriaxona 2 g/dia por 7 dias, | Oseltamivir 150 mg/dia por 5 dias, | Oseltamivir 150 mg/dia por 5 dias,
durante Azitromicina 500 mg/dia por 5 | Ceftriaxona 2 g/dia por 7 dias, | Dexametasona 6 mg/dia por 10 dias,

internamento dias. Azitromicina 500 mg/dia por 5 | Ceftriaxona 2 g/dia por 5 dias,

dias, Dexametasona 6 mg/dia,
anticoagulacéo full (suspenso em
22/06 devido a sangramento de
mucosa oral com queda de Hb e
necessidade de transfuso)

Azitromicina 500 mg/dia por 5 dias.

Procedimentos Hemodidlise. Traqueostomia. Traqueostomia
invasivos
Participante 7 Participante 8 Participante 9
Idade 86 anos 72 anos 72 anos
Sexo Masculino Feminino Feminino
Comorbidades HAS, pré-DM, HPB, | HAS, DM, Hipotireoidismo HAS, Dislipidemia.
Dislipidemia.
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IMC

33,2

31,11

34,57

MuUC

AAS 100 mg/dia, Dutasterida +
tansulosina (sem dose descrita
no prontudrio), Sinvastatina 20
mg/dia, Indapamida 1,5 mg/dia,
Candesartan + anlodipino 16 mg
+ 2,5 mg/dia.

Valsartana 160 mg/dia,
Metformina 850 mg 3x/dia,
Bisoprolol 5 mg/dia, Pregabalina
75 mg 2x/dia, Levotiroxina 100
mcg/dia, Rosuvastatina 10 mg/dia.

Losartana 50 mg/dia, Sinvastatina 20
mg/dia.

Inicio dos sintomas

08/agosto

21/julho

30/julho

RT PCR positivo

13/agosto

25/julho

02/agosto

Tempo de VM

19/08/2020 - 21/08/2020

29/07/2020 - 24/08/2020

05/08/2020 - 24/08/2020

TAC na admissao

13/08/2020: Opacidades
pulmonares com atenuacéo em
vidro-fosco periféricas,
multifocais e bilaterais. Os
aspectos por imagem,
embora inespecificos, podem
representar processo
pneumdnico
inflamatorio/infeccioso
(considerar  etiologia viral).
Extensdo do acometimento
pulmonar: moderado (25-50%).

25/07/2020: Pulmdes e bronquios
segmentares: multiplas areas com
atenuagdo em vidro fosco,
multifocais, com distribuicdo
predominantemente periférica em
todos dos lobos, mais extensas nos
lobos inferiores, algumas com
linhas intralobulares  visiveis
(pavimentacdo em mosaico) e

com  multiplos focos de
consolidacédo de permeio,
aparentemente

comprometendo cerca de 50% do
parénquima pulmonar

02/08/2020: Angiotomografia negativa
para tromboembolismo  pulmonar.
Opacidades pulmonares com atenuagéo
em vidro-fosco periféricas, multifocais
e bilaterais.
Extensdo do acometimento pulmonar:

acentuado (>50%).
Os aspectos por imagem, embora
inespecificos, podem  representar
processo pneumaonico

inflamatério/infeccioso
(considerar etiologia viral).

Dados laboratoriais
na admissao

K 4,4 mEg/L

Na 128 mEq/L

Ureia 89 mg/dL
Creatinina 1,61 mg/dL
PCR 86 mg/L

Hb 13,6 g/dL

VG 36,9%

5.300/ mm? leucdcitos
2% bastdes

D-dimero 848 mcg/L

K 4,5 mEg/L

Na 133 mEqg/L

Ureia 26,5 mg/dL
Creatinina 0,75 mg/dL
PCR 111,6 mg/L

Hb 11,7 g/dL

VG 34,1%

6.000/ mm? leucdcitos
6% bastdes

D-dimero 575 mcg/L

K 4,7 mEg/L

Na 131 mEqg/L

Ureia 73 mg/dL
Creatinina 1,07 mg/dL
PCR 114 mg/L

Hb 11,6 g/dL

VG 30,9%

5.900/ mm? leucdcitos
5% bastdes

D-dimero 1.975 mcg/L

Dados laboratoriais
24 horas antes do
6bito

K 3,3 mEg/L

Na 137 mEqg/L

Ureia 177 mg/dL
Creatinina 2,04 mg/dL
PCR 168,7 mg/L

Hb 14,1 g/dL

VG 39,5%

4.700/ mm? leucécitos
3% bastbes

K 4,9 mEg/L

Na 111 mEqg/L

Ureia 115 mg/dL
Creatinina 2,96 mg/dL
PCR 329,9 mg/L

Hb 8,5 g/dL

VG 23,7%

32.200/ mm® leucéceitos
22% bastdes

K 4,2 mEg/L

Na 118 mEqg/L

Ureia 135 mg/dL
Creatinina 1,53 mg/dL
PCR 53,9 mg/L

Hb 7,7 g/dL

VG 21,2%

7.900/ mm? leucéeitos
6% bastdes

Medicamentos
usados para COVID

Nao

Azitromicina e prednisona

Néo

na admissao
Tratamentos Ceftriaxona 2 g/dia por 7 dias, | Oseltamivir 150 mg/dia por 5 dias, | Oseltamivir 150 mg/dia por 5 dias,
durante Azitromicina 500 mg/dia por 5 | Dexametasona 6 mg/dia por 10 | Dexametasona 6 mg/dia por 10 dias,
internamento dias, Dexametasona 6 mg/dia. | dias, anticoagulacdo em dose | Ceftriaxona 2 g/dia por 5 dias,
profilatica. Azitromicina 500 mg/dia por 5 dias,

anticoagulacao full por suspeita de TEP.

Procedimentos Né&o Traqueostomia, hemodiélise Traqueostomia
invasivos
Participante 10 Participante 11 Participante 12
Idade 54 anos 57 anos 79 anos
Sexo Masculino Masculino Masculino
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Comorbidades HAS, AVC isquémico | Nega DM 2, HAS
cardioembdlico (FOP),
Hipotireoidismo
IMC 32,24 38,8 33,7
MuUC Dabigatrana 150 mg 12/12 | Nega Metoprolol 25 mg/dia, Losartana 100

horas, Atorvastatina 40 mg/dia ,

Desvenlafaxina 100 mg/dia,
Trazodona 150 mg/dia,
Pregabalina 75 mg/dia,
Naltrexona 50 mg/dia,

Levotiroxina 50 mcg/dia

mg/dia, Hidroclorotiazida 25 mg/dia,
Empaglifozina 25 mg/dia,
Noretisterona transdérmico (adesivo),
Liraglutida + insulina degludeca.

Inicio dos sintomas

22/fevereiro

22/fevereiro

19/fevereiro

RT PCR positivo

23/fevereiro

23/fevereiro

Externo 22/02

Tempo de VM

08/03/2021 a 15/03/2021

01/03/2021 - 13/03/2021

01/03/2021 - 17/03/2021

TAC na admissao

05/03/2021: No periodo de
controle surgiram  multiplas
opacidades pulmonares com
atenuagdo em  vidro-fosco
periféricas,

multifocais e bilaterais,
associadas a  espessamento
septal, por vezes com pequenos

focos de consolidagbes de
permeio.

Os aspectos por imagem,
embora inespecificos, podem
representar processo
pneumdnico
inflamatério/infeccioso
(considerar  etiologia viral).
Extensdo do acometimento

pulmonar: acentuado (>50%).
Espessamento difuso de paredes
brénquicas.

28/02/2021: Opacidades
pulmonares com atenuagdo em
vidro-fosco bilaterais, associadas
a espessamento septal, por vezes
com

focos de consolidagcBes de
permeio. Os aspectos por imagem,

embora inespecificos, podem
representar processo
pneumaonico
inflamatério/infeccioso
(considerar  etiologia viral).
Extensdio do  acometimento

pulmonar: moderado (25-50%).

27/02/2021: Opacidades pulmonares

com atenuagdo em  vidro-fosco
periféricas, multifocais e bilaterais,
associadas a espessamento

septal, por vezes com pequenos focos de
consolidagdes de permeio. Os aspectos

por imagem, embora inespecificos,
podem representar processo
pneumonico  inflamatério/infeccioso
(considerar etiologia viral).

Extensdo do acometimento pulmonar:
leve (<25%).
Espessamento das paredes bronquicas
bilateral.

ANGIOTAC 27/02: 1. Exame negativo
para tromboembolismo pulmonar.

Dados laboratoriais
na admissao

K 4,0 mEg/L

Na 131 mEq/L

Ureia 42 mg/dL
Creatinina 1,04 mg/dL
PCR 79,5 mg/L

Hb 13,9 g/dL

VG 38,8%

8.600/ mm? leucdcitos
2% bastdes

D-dimero 290 mcg/L

K 4,4 mEg/L

Na 132 mEqg/L

Ureia 32 mg/dL
Creatinina 1,12 mg/dL
PCR 103,8 mg/L

Hb 13,5 g/dL

VG 38,3%

4.500/ mm? leucdcitos
0% bastoes

D-dimero 290 mcg/L

K 3,3 mEg/L

Na 135 mEq/L

Ureia 55 mg/dL
Creatinina 1,39 mg/dL
PCR 54,5 mg/L
D-dimero 1822

Hb 16,3 g/dL

VG 47,5%

4.500/ mm? leucdcitos
1% bastdes

Dados laboratoriais
24 horas antes do
6bito

K: 6,7 mEg/L

Na 137 mEq/L

Ureia 245 mg/dL
Creatinina 5,33 mg/dL
PCR 175,7 mg/L

Hb 13,1 g/dL

VG 36,9%

26.200/ mm?® leucdcitos
11% bastdes

K 5,4 mEg/L

Na 134 mEqg/L

Ureia 107 mg/dL
Creatinina 3,81 mg/dL
PCR 227,9 mg/L

Hb 9,6 g/dL

VG 28,3%

13.500/ mm?® leucdcitos
0% bastoes.

K 7,2 mEg/L

Na 134 mEq/L

Ureia 147 mg/dL
Creatinina 3,88 mg/dL
PCR 219,8 mg/L

Hb 9,3 g/dL

VG 29%

34.500/ mm?® leucdcitos
10% bastdes

Medicamentos N&o Nao Nao
usados para COVID
na admissao
Tratamentos Anticoagulagdo  full ~ com | Dexametasona,  anticoagulacdo | Dexametasona, anticoagulagéo
durante enoxaparina 80 mg 12/12 horas; | full profilatica
internamento dexametasona
Procedimentos Hemodidlise Hemodialise, traqueostomia. Hemodialise.
invasivos
Participante 13 Participante 14
Idade 51 anos 77 anos
Sexo Masculino Masculino

Comorbidades

HAS, Linfoma em térax tratado em 2019 em
remisséo, Ex-tabagista

Doenca de Parkinson, AVC (infarto lacunar no
globo péalido direito janeiro/21)

IMC

34,3

30,07

MuC

Nega - descontinuou atenolol 50 mg/dia por
conta prépria ha 1 ano

Prolopa 200/50, Duloxetina 60 mg/dia, Rasagilina
1 mg/dia, Rotigotina (sem dose no prontuério)
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Inicio dos sintomas

06/mar

17/mar

RT PCR positivo

06/mar

17/mar

Tempo de VM

18/03/2021 - 27/03/2021
01/04/2021 - 09/04/2021

20/03/2021- 30/03/2021
04/04/2021 - 13/04/2021

TAC na admissao

17/03/2021: Opacidades pulmonares com

atenuacdo em
multifocais e

vidro-fosco
bilaterais,

periféricas,
associadas a

espessamento septal, por vezes com pequenos
focos de consolidacdes de permeio. Os
aspectos por imagem, embora inespecificos,

podem representar

processo  pneumonico

inflamatorio/infeccioso (considerar etiologia
viral). Extensdo do acometimento pulmonar:

acentuado (>50%).

30/03/2021: Exame negativo para
tromboembolismo arterial pulmonar.
Focos de opacidades em vidro fosco de formato
irregular e distribuicdo periférica, comprometendo
ambos 0s pulmdes e
predominando nos tercos médios e inferiores,
alguns com associado espessamento liso de septos
intralobulares, caracterizando o padrdo de
pavimentagdo em mosaico, com associadas
consolidagdes de permeio.

Dados laboratoriais na
admissao

K 3,9 mEg/L

Na 135 mEqg/L

Ureia 36 mg/dL
Creatinina 0,64 mg/dL
PCR 129,4 mg/L

Hb 14,3 g/dL

VG 43%

18.200/ mm? leucdcitos
0% bastdes

D-dimero 342 mcg/L

K 4,6 mEg/L

Na 130 mEqg/L

Ureia 65 mg/dL
Creatinina 0,74 mg/dL
PCR 104,7 mg/L

Hb 12,4 g/dL

VG 36,3%

10.000/ mm? leucdcitos
0% bastoes

D-dimero 774 mcg/L

Dados laboratoriais 24 horas
antes do 6bito

K 4,9 mEg/L

Na 137 mEq/L

Ureia 43 mg/dL
Creatinina 0,79 mg/dL
PCR 194,3 mg/L

Hb 9,7 g/dL

VG 29,1%

14.400/ mm?® leucécitos
5% bastdes

K 5,1 mEg/L

Na 129 mEq/L

Ureia 72 mg/dL
Creatinina 0,59 mg/dL
PCR 115,7 mg/L

Hb 8,6 g/dL

VG25,7%

11.400/ mm?® leucécitos
3% bastbdes

Medicamentos usados para
COVID na admisséo

Néo

Prednisona, rivaroxabana e moxifloxacina

Tratamentos durante
internamento

Dexametasona, anticoagulacéo full

Dexametasona, anticoagulacdo full (suspensa
02/04 devido a hematdria franca/ ap6s iniciado
anticoagulagao profilatica)

Procedimentos invasivos

Traqueostomia

Traqueostomia

Siglas: MUC: medicagdes de uso continuo; VM: ventilagdo mecanica; TAC: tomografia computadorizada; K: potassio; Na: sédio; PCR:
proteina C reativa; HB: hemoglobina; VH: volume globular; HAS: hipertensdo arterial sistémica, AVC: acidente vascular encefalico, DM
2: diabetes mellitus tipo 2; HPB: hiperplasia prostatica benigna; DRC: doenca renal cronica; FAAR: fibrilagdo atrial de alta resposta;
DAC: doenca arterial coronariana; RVM: revascularizagdo do miocardio; ICFER: insuficiéncia cardiaca com fragéo de ejecdo reduzida;
FA: fibrilacdo atrial; SAHOS: sindrome da apneia ou hipopneia obstrutiva do sono; DPOC: doenga pulmonar obstrutiva cronica; ICC:
insuficiéncia cardiaca congestiva; BAVT: bloqueio atrioventricular total; MP: marca-passo, |AM: infarto agudo do miocérdio.

Os dados clinicos dos participantes do grupo B incluidos no estudo

encontram-se dispostos na Tabela 3. Foram selecionados um total de 9

participantes para compor essa amostra, também de maioria masculina:6

homens (66,6%) e apenas 3 mulheres. A idade média desse grupo é de 62,6

anos com mediana de 65 anos. O prontuario desses participantes nao
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apresentava a informacdo numérica referente ao indice de massa corporea,
entretanto, todos os prontuéarios selecionados apresentavam a definicdo de
obesidade. As comorbidades prévias mais prevalentes foram: hipertensao
arterial sistémica (55,5%), cirrose hepética (33,3%) e doenca pulmonar
obstrutiva crénica (22,2%). Comparando-se 0s dois grupos, observamos que
ha& predominancia de sexo masculino em ambos, entretanto, o grupo A tem
uma média de idade superior. As causas de Obito do grupo B variaram,
incluindo eventos tromboembolicos, neoplasias metastaticas, infarto agudo

do miocardio e choque séptico.

Quadro 3: Dados Clinicos do Grupo B

Participante 1 Participante 2 Participante 3

79 anos

Feminino

Cancer de endométrio em
tratamento ha 3 anos

75 anos
Feminino
HAS, ICC (FE 39%)

65 anos
Masculino
HAS com tratamento irregular

Idade
Sexo
Comorbidades

IMC N&o informa IMC, apenas refere | Ndo informa IMC, apenas | Ndo informa IMC, apenas
obesidade refere obesidade refere obesidade grau I
Sem dados Sem dados Sem dados
Data de admissédo 01/06/2012 29/04/2009 21/05/2007
Data de falecimento 01/06/2012 05/05/2009 23/05/2007
Historia Clinica Intubacdo orotraqueal, RCP por 30 | IOT na UPA em 28/04 | Dor subita em perna esquerda
minutos sem retorno a circulagdo | devido a dispneia | associada a nauseas e
espontanea progressiva e ortopneia; | vOmitos; evolui em PCR em
identificada  consolidagdo | taquicardia ventricular;
em base pulmonar direita; | responsiva a medidas iniciais,
no dia da morte, apresentou | transferida para UTI com
2 PCR, a primeira em FV, | acidose grave, evoluindo a
com retorno a circulagdo | 6bito posteriormente
espontanea ap6s choque.
Medicagdes no internamento | DVA Ceftriaxona + azitromicina; | Sem dados

DVA

Causa da morte

Aneurisma dissecante de aorta roto em
segmento abdominal, hemoperitonio e
hemomediastino

Trombose venosa profunda
+ tromboembolismo
pulmonar

Adenocarcinoma de
endométrio + carcinomatose
peritoneal pélvica +
metastases pulmonares +
Trombose venosa profunda
em MIE + tromboembolismo

pulmonar
Participante 4 Participante 5 Participante 6
Idade 59 anos 66 anos 42 anos
Sexo Masculino Masculino Masculino
Comorbidades Cirrose hepética de etiologia alcodlica | Coronariopatia, DPOC HAS, dislipidemia, Ex-
Child B tabagista,
IMC N&o informa IMC, apenas refere | Ndo informa IMC, apenas | Ndo informa IMC, apenas
obesidade refere obesidade refere obesidade
Data de admisséo 04/09/2004 14/04/2004 12/09/2007
Data de falecimento 05/09/2004 14/04/2004 13/09/2007
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Histéria Clinica

Submetido a transplante hepético no dia
05/09, evoluindo com quadro sugestivo
de choque hemorragico, evoluindo com
duas paradas  cardiorrespiratorias
durante laparotomia exploradora

Participante busca UPA
com dor precordial, dispneia
e tosse produtiva; evoluiu
com PCR sendo revertida
apos 15 minutos. D4 entrada
no pronto-atendimento com
ECG 3, pupilas midriticas e
ndo fotorreagentes. Nova
PCR em assistolia ap6s
admisséo, evoluindo a 6bito.

Dispneia, tosse e mal-estar

geral; evoluiu com crise
convulsiva que respondeu a
diazepam - na UPA
Encaminhado hospital
apresentando  quadro  de
insuficiéncia respiratoria

aguda com necessidade de
10T e VM. 2 PCR em AESP
totalizando 37 minutos de
RCP.

Medicag¢des no internamento

Sem dados

Sem dados

Dopamina

Causa da morte

Hemorragia + enxerto ortotopico de
figado com sinais de necrose

Aterosclerose sistémica
severa + edema agudo grave
de pulméao

Infarto agudo no atrio direito
+ edema agudo de pulméo

Participante 7

Participante 8

Participante 9

Idade

79 anos

47 anos

52 anos

Sexo

Feminino

Masculino

Masculino

Comorbidades

Hipotireoidismo, HAS, depressdo, AVC
ha 4 anos sem sequelas, nefrectomia ha
9 anos por cancer renal,

Leucemia mieloide crénica

Cirrose hepética de etiologia
alcdolica Child B

IMC N&o informa IMC, apenas refere | Ndo informa IMC, apenas | Ndo informa IMC, apenas
obesidade refere obesidade grau Ill refere obesidade
Sem dados Sem dados Sem dados
Data de admisséo 24/06/2007 29/06/2010 13/03/2000
Data de falecimento 02/07/2007 30/06/2010 14/03/2000

Historia Clinica

Queixa de rebaixamento do nivel de
consciéncia ha 15 dias, TAC com laudo
normal; diagnosticada pneumonia e
insuficiéncia renal secundéaria a sepse.
Apresentou PCR em AESP 2x, sendo
reanimada por aproximadamente 40
minutos.

Interna  para  TMO em
21/05/2010. Evoluiu com
dor abdominal e elevacéo de
bilirrubinas. ~ AngioRNM
mostrou dilatacdo de vias
biliares com afunilamento
abrupto. Evoluiu
posteriormente com choque
abrupto e 6bito.

Submetido a transplante
hepdtico no dia 13/03
evoluindo com coagulopatia
e sangramento difuso intra-
operatério, que ndo puderam
ser revertidos mesmo com
infusdo de hemoderivados e
manobras de hemostasia.
Obito 7 horas ap6s a cirurgia.

MedicagBes no internamento

Ceftriaxona e azitromicina.

Sem dados

Sem dados

Causa da morte

Endocardite infecciosa de valvar adrtica
+ edema agudo de pulméo; presenga de
trombos em organizacédo em MIE

Leucemia mieloide cronica
+ doenca do enxerto contra
hospedeiro gastrica,
hepética e intestinal intensa
(Grau II1)

Hemoperiténio

HAS: hipertensdo arterial sistémica; ICC: insuficiéncia cardiaca congestiva; FE: fracdo de ejecfo; PCR: parada cardiorrespiratoria; RCP:
reanimacéo cardiopulmonar; IOT: intubagio orotraqueal. MIE: membro inferior esquerdo; DPOC: doenga pulmonar obstrutiva cronica.
UPA: Unidade de Pronto Atendimento; ECG: Escala de coma de Glasgow; AESP: atividade elétrica sem pulso; AVC: acidente vascular
encefalico. TAC: tomografia computadorizada; angioRNM: angioressonancia magnética;

4.2. DADOS ESTATISTICOS

Foram realizadas as analises estatisticas de imunoexpressdo de um

total de oito marcadores selecionados para esse projeto: IL-6, IL-8, TNF-a,

NALP, IL-18, IL 13, GASD-D e HIF. Nos graficos abaixo apresentados,

demonstramos os resultados estatisticos ap0s a analise de imunoexpressao

desses oito marcadores nas laminas de pulmé&o dos participantes dos grupos

AeB.

E possivel observar no gréafico 1 que ha diferenca estatisticamente

significativa na imunoexpressao de IL-6 entre 0 A e B (p <0,0001), com
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maior expressio nas laminas do grupo B. E possivel inferir com relacéo a IL-
8 (grafico 2) e ao TNF-a (gréafico 3) que ndo ha diferenca estatisticamente
significativa entre o grupo A e B, com p=0,8291 e p=0,2349,

respectivamente.

O grafico 4 demonstra a expressdo do marcador NALP (NLRP3),
existindo diferenca estatistica entre os dois grupos analisados com p=0,0004,
favorecendo o grupo B. O grafico 5 analisa a expressao da citocina 1L-18;
referente a tal, podemos identificar que ha maior expressao desse marcador

nos participantes do grupo B quando comparado ao grupo A, com p=0,002.

No gréfico 6 ha representacdo da imunoexpressao da IL-1f3; observa-
se que nao existe diferenca significativa entre os dois grupos de participantes

obesos, com p=0,5856.

O gréfico 7 avalia a imunoexpressdo da gasdermina-D, com auséncia
de diferenca significativa entre os dois grupos avaliados (p=0,3301). Por fim,
o grafico 8 apresenta os resultados da analise imunohistoquimica do HIF, que
evidencia diferenca estatisticamente significativa entre grupos A e B, com

maior concentragdo do imunomarcador no grupo B (p=0,0327).

34



Gréfico 1: Anélise Estatistica de Imunoexpressdo da IL-6
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Gréfico 3: Anélise Estatistica de Imunoexpressao do TNF-a
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Gréfico 5: Analise Estatistica de Imunoexpressao da IL-18
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Gréfico 7: Anélise Estatistica de Imunoexpressdo da GASD-D
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Grafico 8: Analise Estatistica de Imunoexpressao do HIF
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5. DISCUSSAO

A obesidade estd diretamente associada a um estado inflamatorio
cronico, sendo uma das vias pro-inflamatdrias mais ativadas a via do
inflamassoma NLRP3. (31,32) Muitos artigos recentemente publicados
demonstraram que a infecgdo pelo SARS-CoV-2 também promove a indugéo

dessa via inflamatéria. (15,29,30,33)

Com relacdo as citocinas pro-inflamatdrias envolvidas na ativacdo
inicial da montagem do complexo multiproteico do inflamassoma,
observamos maiores concentracfes de IL-6 no grupo de participantes apenas
com obesidade, sem COVID-19 (grupo B). No caso da IL-8 e do TNF-a, ndo
houve diferenca estatistica significativa entre os grupos. Tais achados
demonstram que a infeccdo por COVID-19 adicionou significancia estatistica

aos resultados.

Estudo feito por Unamuno et al (32) avaliou a expressdo de RNA
mensageiro de uma série de marcadores envolvidos na ativacdo do
inflamassoma NLRP3 em participantes obesos, obesos com diabetes e ndo
obesos. Nesse estudo, observou-se uma expressdao elevada do RNA
mensageiro da IL-6 e do TNF-a nos dois grupos de participantes obesos
guando comparado ao grupo de participantes ndo obesos. Assim, demonstra-
se que a obesidade por si s6 é capaz de promover elevagdo de tais marcadores,
0 que poderia justificar em parte os resultados obtidos em nosso estudo, dado

gue ambos 0s grupos sao compostos por participantes obesos.

Outra maneira de tentar entender 0s nossos dados, parte do

pressuposto de que nenhuma dessas citocinas é especifica do processo
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inflamatdrio da COVID-19 e podem estar elevadas em uma série de outras
doencas. A interleucina-6, por exemplo, consiste em uma citocina pro-
inflamatdria bastante inespecifica, isso porque ela é produzida por uma
grande quantidade de células, incluindo mondcitos, macréfagos, linfécitos e
células endoteliais e, portanto, é liberada em diversos tipos de processos
inflamatdrios. Nos processos infecciosos agudos, como na COVID-19, os
macrofagos, mastocitos e mondcitos sdo as principais células envolvidas na
sua producdo e secrecdo (7,29,30,47). A grande expressao de receptores de
IL-6 (IL-6R) no figado torna essa substancia uma das principais indutoras da
producdo de proteinas de fase aguda de infec¢des, como a proteina C reativa
(PCR) e o fibrinogénio (48,49). Entretanto, essa interleucina também esta
envolvida em processos inflamatorios cronicos: estudos ja demonstraram o
envolvimento dessa citocina com o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares e 0 processo de aterosclerose, neoplasias de diversos sitios
e doengas autoimunes (48-51). O grupo B do nosso estudo é composto por
participantes obesos com diversas doencas graves capazes de resultar em
Obito. Sendo assim, tais participantes possuem, além da obesidade, outros
gatilhos e mecanismos indutores de processos inflamatdrios que poderiam
igualar, e até mesmo superar os valores de interleucina-6 encontrados em

participantes obesos com COVID-109.

O TNF-a consiste em uma citocina pro-inflamatoria que também esta
envolvida, principalmente, no processo de ativagdo da via do inflamassoma
NLRP3.(7,29,30,47) Entretanto, a ligacdo dessa molécula a dois diferentes
receptores (TNF-a-R1 e TNF-a-R2) desencadeia, pelo menos, quatro

diferentes vias de sinalizagdo intracelular, todas de caracteristica pro-
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inflamatdria. (50) Sendo assim, podemos inferir que, da mesma maneira que
a IL-6, o TNF-a consiste em uma citocina inespecifica, secretada por
macrofagos e mastdcitos, tendo sido encontrada em concentragdes elevadas
em participantes com infarto agudo do miocardio, insuficiéncia cardiaca
congestiva e diversos tipos de neoplasia ativa. (50,51) Em nossos dois grupos
temos bidpsias post-mortem de participantes que vieram a 6bito por diversos
motivos, com variados processos inflamatorios desencadeados, e que podem

justificar uma elevacdo uniforme do TNF-o nas amostras.

A interleucina-8 consiste em uma citocina pro-inflamatoria cuja
expressao é primariamente regulada pela via de sinalizagdo intracelular do
NF-kB, podendo ser desencadeada por uma série de diferentes mecanismos
gatilhos, incluindo a secrecao de outras citocinas pré-inflamatorias, estresses
metabolicos, incluindo hipoxia, e pela secrecdo elevada de hormdnios
esteroides, como o cortisol. (52) Ja foi previamente descrita a relacao positiva
entre a quantidade de tecido adiposo e a concentracdo elevada de IL-8 e outros
marcadores inflamatérios, bem como a reducdo da concentracdo desse
marcador em pacientes obesos com perda de peso. (53,54) Da mesma
maneira, a IL-8 € uma das citocinas inflamatdrias envolvidas na inflamacéo
que é induzida pelo virus SARS-CoV-2, inclusive ja foi citada, juntamente
com a IL-6, como um possivel parametro marcador de gravidade da doenca.
(55,56). Assim como no caso do TNF-o, ndo encontramos diferenca
significativa entre os dois grupos estudados, e, possivelmente, a justificativa
para esse achado é a mesma usada para os dois marcadores previamente

discutidos: a inespecificidade dessa citocina e sua elevacdo em outros

41



processos inflamatorios, como neoplasias (52), doencas pulmonares crénicas

(57) e doencas cardiovasculares (58).

Em estudo onde foi realizada comparacdo entre concentracbes de
marcadores inflamatdrios em pacientes com COVID-19 e em pacientes
saudaveis sem COVID-19, foi encontrada concentragdo marcadamente
elevada de IL-6 e TNF-a no grupo dos pacientes com COVID-19 em relacao
ao grupo controle. (59) Em nosso estudo, com grupo controle formado por
obesos com outras multiplas doencas graves, ndo tivemos evidenciada a
mesma diferenca estatistica, provavelmente devido ao fato de o grupo B nédo
ser composto por individuos saudaveis. Em consonancia com nossos
resultados, demonstrando a inespecificidade da IL-6 e do TNF-a, o artigo
escrito por Yang et al descreve que se sabe que, apesar de muitos estudos
terem demonstrado niveis elevados de IL-6 e TNF-a na COVID-19, as
citocinas e seus niveis nessa infeccdo ndo sao diferentes daquelas encontradas
em outras doengas inflamatdrias graves, como a sepse. (14) Novamente, em
pesquisa realizada pela Universidade de Stanford em que foi proposta a
comparacao de valores de citocinas em pacientes com COVID-19 moderada,
COVID-19 severa, com sindrome da angustia respiratdria aguda (SARA) e
sepse de outras etiologias, ndo foi encontrada diferenca estatistica na
comparacdo entre nenhum dos grupos com relagdo a concentracfes das
principais citocinas envolvidas na resposta inflamatéria grave: 1L-1p, IL-6,
IL-8, IL-18 e TNF-a. O artigo sugere, por fim, que a tempestade de citocinas
que é observada na COVID-19 ndo difere de nenhuma outra encontrada em
outras etiologias. (60) Esses achados em conjunto com nosso artigo reforcam,

portanto, que a COVID-19 ndo adicionou relevancia estatistica na
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concentracdo de citocinas inflamatérias em obesos com COVID-19 quando

comparamos a grupo de obesos com outras doencas graves.

Além de realizarmos a analise das citocinas envolvidas na ativacéo do
complexo do inflamassoma, fizemos também a analise da concentracéo de
NALP (ou NLRP3) nas células pulmonares dos pacientes de ambos 0s grupos.
Interessantemente, obtivemos uma proporcdo significativamente maior da
imunoexpressdo desse marcador no grupo de obesos sem COVID-19. Uma
possivel explicacdo para esse achado € que a andlise isolada de NLRP3 indica
apenas a presenca dessa proteina no interior da célula e ndo, necessariamente,
0 complexo do inflamassoma em sua plena forma de ativacdo e
funcionamento; artigo prévio (15), publicado pela nossa equipe de
pesquisadores, identificou auséncia de diferenca estatistica na concentragédo
de NALP em células de bidpsias pulmonares post-mortem de pacientes com
COVID-19 e grupo controle composto por pacientes que vieram a 6bito por
diversos motivos que ndo COVID-19 e nem outra etiologia que
comprometesse o funcionamento pulmonar, entretanto houve diferenca
significativa na expressdo de ASC, outra proteina formadora do complexo do
inflamassoma.  (15) Idealmente, portanto, precisamos avaliar a
imunoexpressdo adicional de dois marcadores para determinar a ativacdo
completa do inflamassoma: ASC e CASP-1, cuja avaliagdo néo foi realizada
neste trabalho. Em artigo publicado na revista Nature (27), a avaliagdo da
ativacdo plena da via do inflamassoma em macréfagos infectados por
COVID-19 foi quantificada pela imunoexpressdo das trés proteinas
componentes do inflamassoma. Sem ddvidas, ¢ de grande importancia

aprofundarmos a avaliagao desses dois outros marcadores para que possamos
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justificar adequadamente os dados estatisticos encontrados em nossa

pesquisa.

Em nossa analise também contemplamos a avaliagdo das duas
principais citocinas resultantes da ativacdo da via do inflamassoma NLRP3:
IL-18 e IL-18. N&o foi encontrada diferenca significativa entre as
concentragdes de IL-1B nos dois grupos, de forma que podemos observar
também que a infeccdo pela COVID-19 ndo adicionou significancia
estatistica a imunoexpressdo desse marcador. Entretanto, diferentemente das
citocinas previamente citadas (IL-6, TNF-a e IL-8), esse marcador parece
estar intimamente associado ao processo inflamatério da obesidade, pois, em
modelos animais, foi identificada que a expressdo do RNA mensageiro da IL-
1B esta diretamente relacionada com o tecido adiposo visceral e com o peso
corporal. Esse mesmo estudo identificou que ratos alimentados com dietas
com alto teor de gordura apresentam maior ativacao de caspase-1 e producao
elevada de IL-1B. (31) Um segundo estudo clinico, previamente ja citado,
demonstrou niveis elevados de expressao de RNA mensageiro de caspase-1 e
IL-1B em pacientes isoladamente obesos e obesos diabéticos em comparagao
com pacientes eutroficos. Em adicdo, identificou-se que a perda de peso

promove uma reducdo expressiva na ativacdo dos genes da CASP-1 e da IL-
1B. (17)

A interleucina-18 € outra citocina pro-inflamatdria derivada da
ativagdo canonica do inflamassoma NLRP3. Nossos dados estatisticos
revelaram maior imunoexpressao desse marcador nos pacientes obesos do

grupo B quando comparado ao grupo A, achado que parece demonstrar, mais
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uma vez, que a COVID-19 ndo s6 ndo adicionou significancia estatistica a
producdo dessa citocina, como induziu uma menor concentracdo desse
marcador quando comparada a outras doencas graves em obesos. A IL-18 é
uma citocina cuja producdo € marcadamente elevada com a ativacdo da
caspase-1, porém, possui outras vias capazes de induzirem sua secrecao,
incluindo aquelas dependentes das enzimas caspase 3 e 4. E uma citocina que
tem sido fortemente relacionada com processos inflamatorios cronicos de
longa duracdo. (61) Podemos entender que o grupo B é composto por
pacientes com doencas de base graves e com maior tempo de duracdo que o
grupo A, que acabaram por evoluir, em determinada instancia, para 6bito. Os
pacientes do grupo A, em geral, apresentaram-se com comorbidades de base
mais controladas e menos graves. Sendo assim, poderiamos considerar que o
grupo de obesos sem COVID-19 é mais cronicamente inflamado, o que talvez

possa explicar parcialmente os resultados encontrados.

Outra consideracdo importante a ser feita € que a IL-18, assim como
a IL-1B, também tem sido diretamente relacionada a obesidade.
Vandanmagsar et al demonstraram que ratos alimentados com dietas ricas em
gordura/obesos apresentaram concentracGes plasmaticas consideravelmente
maiores dessa citocina do que ratos eutr6ficos, complementando que a
ablacdo dos genes responsaveis pela producdo da proteina NLRP3 causou
diminuicdo da expressdo da IL-18. (31) Outro estudo demonstrou uma
elevagéo plasmatica de 1L-18 em pacientes obesos com disturbios glicémicos
quando comparado a um grupo de pacientes saudaveis eutroficos, além de
identificar uma relagdo positiva entre 0 aumento do IMC e a concentragao

sérica dessa citocina. (62) Entretanto, mais recentemente, alguns poucos
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estudos tem relacionado a secrecdo dessa citocina mais ao inflamassoma
NLRP1 do que o NLRP3, com evidéncias de que a IL-18 teria efeitos
protetores contra a obesidade e contra sindrome metabolica, dado que ratos
com delecdo do gene do inflamassoma NLRP1 apresentaram queda da
concentracdo de IL-18 e evoluiram com ganho de peso, enquanto a ativacao
desse gene promoveu aumento da producdo da interleucina-18 prevenindo
obesidade. (63,64) Portanto, ha clara discordancia na literatura sobre a real
associacdo entre a IL-18 e a obesidade, sendo necessarios estudos,
especialmente revisdes sistematicas e metanalises, que sejam capazes de

confirmar tais dados.

Relativo a ativacdo completa do complexo multiproteico do
inflamassoma e a producéo de gasdermina-D, encontramos na literatura dados
de uma pesquisa referentes a analises histoldgicas de mondcitos infectados
com COVID-19. Esse artigo demonstrou uma grande expressdao de NALP,
ASC e CASP-1, bem como uma recolocacdo da gasdermina na membrana
celular de tais células, sugerindo uma ativa formacéao de poros de gasdermina.
(30) Rodrigues et al (33) demonstraram a presenca de complexos ativos de
inflamassoma em células pulmonares de bidpsias post-mortem de pacientes
com COVID-19, além de sugerir, em seu estudo, que o desfecho mais grave
da doenca estd associado a ativacdo desse mecanismo inflamatério. Da
mesma maneira, S. Toldo et al (65) identificaram a expressdo de
inflamassoma em leucécitos em pulmdes de pacientes com COVID-19, além
de determinar que a concentracdo de tais complexos inflamatorios € muito
maior em pacientes com COVID-19 fatal do que aquele encontrado em

pacientes do grupo controle (p = 0.00064). Uma coorte retrospectiva
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determinou que pacientes com COVID-19 grave apresentaram valores séricos
elevados de gasdermina, de forma que a gravidade da doenca se mostrou
diretamente relacionada a concentracdo sérica de tal marcador. Outras varias
citocinas foram avaliadas, incluindo TNF-a e IL-18, sem diferenca estatistica.

(66)

Levando em conta os resultados dos estudos anteriores, esperavamos
diferenca estatistica ha imunoexpressao da gasdermina-D entre os dois grupos
avaliados em nossa pesquisa, entretanto, novamente, ndo encontramos.
Resultados similares foram observados em estudo realizado por Adamik et al
em 45 pacientes com COVID-19 que deram entrada na UTI, em comparacao
com 10 pacientes que deram entrada por lesdo cerebral sem nenhum sinal de
infeccdo: ndo foi encontrada nenhuma diferenca estatistica nos niveis
plasmaticos de uma série de citocinas e marcadores correlacionados com o
inflamassoma: 1L-1B, IL-18, gasdermina-D e proteina ASC. Em segunda
analise, compararam 0s niveis dos mesmos marcadores entre 0s pacientes
com COVID-19 que vieram a 6bito e aqueles que sobreviveram, novamente,

ndo foram encontradas diferencas estatisticas significativas. (67)

Relativo ao HIF-1a, considerado atualmente como possivel
modulador na ativacdo da via do inflamassoma NLRP3, um estudo que
realizou sequenciamento de todo o0 genoma de mondcitos coletados do sangue
periférico de pacientes com COVID-19 e pessoas saudaveis sem COVID-19
identificou que as vias de sinalizacdo mais ativadas consistiram nas seguintes:
TNF-a, NF-kB e HIF-1a; o estudo demonstrou que a via do fator hipoxia-
induzivel encontra-se importantemente ativada em pacientes com COVID-

19, especialmente naqueles mais idosos, e sua ativagdo estd diretamente
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associada a uma importante inducdo da producdo de citocinas pro-
inflamatdrias. (59) Em nosso presente estudo, porém, houve maior
imunoexpressdo de HIF no grupo de obesos sem COVID-19.
Essencialmente, devido a existéncia de dois diferentes mecanismos, um
crénico e outro agudo, para hipdxia, era esperada uma maior imunoexpressao
do HIF-la no grupo A quando comparado ao grupo B. Parcialmente,
podemos justificar a diferenca entre os grupos favorecendo o grupo de obesos
sem COVID-19 pela presenca, também, de condi¢des patoldgicas indutoras
de isquemia e hipoxia tecidual no grupo B, capazes de ativar a via de
transcricdo genética do HIF-1a. Por exemplo, ha expressdo marcadamente
elevada do HIF-1a e também da via do inflamassoma em pacientes com
acidente isquémico cerebral (44); ha ativacdo de multiplos genes hipdxia-
induzidos pelo HIF em diversos tipos de cancer (68,69) e ja foi considerado
0 uso de HIF como marcador de hipdxia e gravidade em pacientes portadores
de eventos tromboembolicos pulmonares. (70) Mas, sem duvidas, faz-se
necessario mais dados e pesquisas que justifiguem esses achados e consigam

estipular a real fun¢do do HIF-1a como mediador da via do inflamassoma.

Por fim, nosso estudo ndo conseguiu comprovar gque a infeccédo pelo
SARS-CoV-2 agregou qualquer tipo de significancia estatistica para o
processo inflamatdrio no paciente obeso, tanto com relacdo a imunoexpressao
de citocinas, quanto com relacgdo a ativacdo da via do inflamassoma quando
comparado a qualquer outro tipo de doenca ou comorbidade grave capaz de
induzir o ébito. Nossos dados ndo sdo isolados na literatura: da mesma forma,
ter Ellen et al demonstrou em seu estudo que a disfuncdo endotelial

encontrada em pacientes obesos com COVID-19 ndo parece estar relacionada
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a elevacdo de adipocinas como a leptina, sugerindo que outros mecanismos
de lesdo endotelial em pacientes obesos com COVID-19 devem ser
estudados, especialmente na tentativa de justificar se a obesidade de fato se

associa a severidade da doenca desses pacientes. (71)

6. LIMITACOES DO ESTUDO

As duas principais limitacGes desse estudo séo a pequena amostragem
de pacientes e a andlise feita a partir de bidpsias post-mortem. A pequena
amostra de pacientes do grupo COVID-19 deve-se principalmente ao fato de
que o estudo foi realizado no momento em que ocorria uma pandemia global
em que houve grande dificuldade de contato com as familias para autorizacdo
para o procedimento de bidpsia, tempo limitado para coleta das amostras (até
4 horas ap0s 0 6bito) associado ao profundo luto e pesar dos familiares com

relacdo as perdas.

As amostras de bidpsia post-mortem permitem inferir, apenas,
informacdes relativas ao momento em que houve o ébito do paciente. Ndo ha
possibilidade de avaliar variacdes de concentracBes de marcadores ou sua

evolucdo ao longo do periodo.

7. CONCLUSAO E ETAPAS FUTURAS

Em conclusdo, fomos capazes de descrever, conforme proposto
inicialmente, a ativagdo da via do inflamassoma NLRP3 e a resposta
inflamatdria existente em pacientes obesos que vieram a 6bito por COVID-
19, bem como comparar o padrao de ativacédo e resposta inflamatoria com o

grupo controle. Os resultados obtidos estabeleceram que a existéncia de
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infeccdo por SARS-CoV-2 em um paciente obeso é tdo indutora de
inflamacdo quanto qualquer outra doenca capaz de induzir o 6bito, como
doengas cardiovasculares, neoplasias avancadas e sepses bacterianas. A
literatura muito tem relacionado a COVID-19 a uma grave tempestade de
citocinas capaz de induzir lesdo endotelial generalizada e disfuncdo de
multiplos 6rgéos, entretanto, pelos dados até aqui encontrados, a tempestade
de citocinas e a ativacdo da via do inflamassoma nessa doenca ocorre em
parametros muito similares ao que vemos em outras graves patologias. Nao
pudemos, com os dados até aqui disponiveis, determinar claramente a acédo

do HIF-1a como modulador da ativa¢do do inflamassoma.

Restam muitas perguntas a serem respondidas e, talvez, esse projeto
de pesquisa tenha trazido mais questionamentos do que respostas
propriamente ditas. Para que possamos determinar com maior precisao sobre
a ativacdo plena do complexo multiproteico do inflamassoma, precisamos
avaliar alguns marcadores complementares, como o ASC, a CASP-1 ¢ a
CASP-9 (com objetivo de controle negativo). A avaliacdo isolada do NALP
(ou NLRP3) ndo é capaz de trazer uma avaliacdo confidvel e completa acerca
da ativacédo plena do complexo multiproteico, orientando, apenas, a existéncia
dessa proteina no meio intracelular. A avaliacdo conjunta dos trés
componentes do inflamassoma ofereceria uma maior confiabilidade aos
resultados. Pode ser vélida, em etapa futura, a avaliacdo da imunoexpresséo
do NF-kB, molécula de transcricdo génica responsavel pelo desencadeamento

da producédo e montagem do inflamassoma em sua forma final.

A proposta desse mestrado em avaliar o padrdo de acometimento

inflamatdrio da populacdo obesa em uma pandemia é de grande importancia
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para a saude publica mundial, levando-se em consideracdo que a obesidade é
uma doenca extremamente prevalente na atualidade e traz consigo uma série
de complicacbes e desfechos ainda pendentes de esclarecimentos. A
continuidade dessa pesquisa em um doutorado, com analise complementar de
novos imunomarcadores, pode trazer mais esclarecimentos e resultados que
auxiliem, de alguma maneira, a compreender a inflamacéo na obesidade e sua

relacdo com doencas graves e de cunho mundial, como a COVID-19.
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9. ANEXOS

9.1. ANEXO 1. PARECER DA COMISSAO NACIONAL DE

ETICA EM PESQUISA

COMISSAO NACIONAL DE Plataforma
ETICA EM PESQUISA %oﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: COVID19

Caracterizagéo clinica e epidemiolégica de pacientes atendidos em Curitiba-PR
Pesquisador: Cristina Pellegrino Baena
Area Tematica: A critério do CEP
Versdo: 1
CAAE: 30188020.7.1001.0020
Instituicdo Proponente: Pontificia Universidade Catédlica do Parana - PUCPR
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.944.734

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Nao foram encontrados 6bices éticos nos documentos do protocolo.

Consideracoes Finais a critério da CONEP:

Diante do exposto, a Comiss3o Nacional de Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com as atribuigdes
definidas na Resolugdo CNS n° 466 de 2012 e na Norma Operacional n° 001 de 2013 do CNS, manifesta-se
pela aprovagao do projeto de pesquisa proposto.

Situacao: Protocolo aprovado.

Situacao do Parecer:
Aprovado

BRASILIA, 31 de Margo de 2020

Assinado por:

Jorge Alves de Almeida Venancio
(Coordenador(a))

Endereco: SRTVN 701, Via W 5 Norte, lote D - Edificio PO 700, 3° andar

Bairro: Asa Norte CEP: 70.719-040

UF: DF Municipio: BRASILIA

Telefone: (61)3315-5877 E-mail: conep@saude gov.br
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9.2. ANEXO 2: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E

ESCLARECIDO

Termo de consentimento livre e esclarecido

Post-Mortem

O objetivo deste estudo é descrever sinais, sintomas, e demais aspectos da apresentacdo do
quadro clinico, exames laboratoriais, evolugdo da doenca, juntamente com alteracGes da

pulmonares em pacientes com COVID-19.

O virus SARS-CoV-2 emergiu no tltimo bimestre de 2019, em que a doenca provocada por
este microrganismo foi reportada inicialmente na China, espalhando-se rapidamente pelos
continentes, até que em 11 de marco de 2020, a Organizacdo Mundial de Saude decretou
estado de pandemia. O surto foi identificado como uma série de casos de pneumonia em que

muitos pacientes evoluiram para insuficiéncia respiratéria e 6bito.

Embora existam muitos estudos em andamento para busca de tratamento e vacina, ainda nao

existe evidéncia definitiva de cura para toda a populacéo.

PROCEDIMENTOS:

1. Bidpsia minimamente invasiva de fragmento pulmonar (dimens@es de 3x3 cm),
através de incisdo com corte sobre a pele com comprimento entre 5 e 10 cm, em
face anterior de térax (peito) a esquerda.

2. Biopsia minimamente invasiva de fragmento de miocardio (musculo do coragéo),
com dimensdes de 1x1 cm, quando acessivel pela mesma abertura no torax.

3. Bidpsia minimamente invasiva de fragmento de musculo esquelético intercostal,

com dimensdes de 1x1 cm, quando acessivel pela mesma abertura no torax.
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4. Bidpsia de rim minimamente invasiva, guiada por Ultrassom, com puncao por
agulha para tecidos, com fragmentos de aproximadamente 10 a 20 mm.
5. Bidpsia de figado minimamente invasiva, guiada por Ultrassom, com puncao por

agulha para tecidos, com fragmentos de aproximadamente 10 a 20 mm.

ANALISES:

A partir dos fragmentos de pulmao, coracdo, rim, musculo esquelético e figado (quando
coletados) serdo realizados preparos em formato de laminas para estudo de células,

proteinas, anticorpos, presenca do virus, estudos genéticos e imunologicos.

RISCOS:

N&o ha existéncia de qualquer risco bioldgico ao doador ou familiares em decorréncia dos

procedimentos a serem realizadas pela pesquisa.

BENEFICIOS:

A autorizacdo de coleta destas amostras de sangue e tecido pelos familiares do doador trazem
como beneficio a possibilidade de execu¢do de estudos em busca de compreensdo da nova
doenca provocada pelo virus SARS-CoV2, além de contribuicdo para o desenvolvimento de

linhas de tratamento e prevencéo, como descrito acima.

SIGILO E PRIVACIDADE:

Estou ciente de minha privacidade respeitada, ou seja, meu nome ou qualquer outro dado ou

elemento que possa, de qualquer forma me identificar serd mantido em sigilo. Os
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pesquisadores se responsabilizam pela guarda e confidencialidade dos dados, bem como a

nédo exposicao dos dados de pesquisa.

RESSARCIMENTO E INDENIZACAO:

Todas as despesas serdo de responsabilidade dos Pesquisadores. Os participantes da pesquisa
bem como seu acompanhante (se houver) ndo arcardo com nenhum custo referente a
procedimento, exames, transporte, alimentacdo ou outros. Caso ocorra qualquer despesa,
haveréa ressarcimento dos valores gastos na forma seguinte: dep6sito em conta. Caso ocorra
algum dano decorrente da minha da minha participacdo no estudo, serei devidamente

indenizado.

CONTATO

Os pesquisadores envolvidos com o estudo sdo Juliano Gasparetto, Cristina Baena, Anna
Flavia Miggiolaro, Felipe Tuon, Andrea Moreno, Lucia Noronha, Thyago Moraes, Lidia
Moura, José Faria, Gustavo Lenci, que sdo pesquisadores e professores na Escola de
Medicina da PUCPR e com eles poderei manter contato pelos telefones (41)3271-2979. O
Conselho Nacional de Pesquisa (CONEP) é composto por um grupo de pessoas que estao
trabalhando para garantir que seus direitos como participante de pesquisa sejam respeitados.
Ele tem a obrigacdo de avaliar se a pesquisa foi planejada e se esta sendo executada de forma
ética. Se vocé achar que a pesquisa ndo esta sendo realizada da forma como vocé imaginou
ou que esta sendo prejudicado de alguma forma, vocé pode entrar em contato com 0 CONEP
pelo telefone (61)3315-5877 entre segunda e sexta-feira das 08h as 18h ou pelo e-mail

conep@saude.gov.br Endereco: SRTVN 701, Via W 5 Norte, Lote D 3° andar Brasilia.
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Por meio deste instrumento eu

(nome completo), (grau de parentesco com o

paciente), RG autorizo a biopsia post-mortem do paciente

apos seu Obito para fins de determinacdo da causa de morte, doencas primarias, doencas ndo

diagnosticadas e relacionar com a suspeita de infec¢do por Coronavirus (COVID-19).

Nome do paciente:

Data de 6bito: / / Hora de obito:

Hospital em que ocorreu o ébito:

Declaro estar ciente que:

e O procedimento implica na retirada de amostras de 6rgaos do paciente de maneira
minimamente invasiva.

e As amostras retiradas serdo mantidas e acondicionadas respeitando o sigilo médico-
paciente assim como as normas e padrdes de confidencialidade e ética aplicadas a
pesquisa cientifica.

e Esta biopsia post-mortem ndo tem carater pericial, ndo sendo indicada para causas
de morte ndo naturais ou suspeita, ndo importando o tempo entre o evento e a morte
do paciente.

e Também autorizo o uso das amostras coletadas provenientes do exame de biopsia
post-mortem para ensino e pesquisa, desde que sejam cumpridas as normas vigentes
no pais para esse fim.

e Declaro que tive respostas para minhas perguntas e que fui informado de forma

satisfatoria sobre o(s) procedimento(s) acima descrito(s).

65



Sendo assim expresso meu livre consentimento esclarecido para a biopsia post-mortem no

Hospital:

Assinatura do parente ou responsavel:

Assinatura e CRM do médico solicitante:

Curitiba de de

Este documento deve ser preenchido em uma Unica via, assinado por todos, e anexado ao

prontuério do paciente.
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