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RESUMO

INTRODUGCAO: A infeccio por SARS-CoV-2 foi caracterizada pela ativagio do sistema imune
com alta e constante liberacdo de citocinas. Esta resposta inflamatoria excessiva ao SARS-CoV-2
é considerada uma das principais causas do agravamento da doenca e morte em pacientes com
COVID-19 e coincide com a descrigdo de alteracdes hematoldgicas como leucopenia, linfopenia
e trombocitopenia nesta populacdo. OBJETIVO: Correlacionar as alteracbes hematoldgicas com
variaveis clinicas e inflamatérias em pacientes internados com COVID-19. METODOLOGIA:
O estudo foi realizado em um hospital terciario privado no periodo de abril de 2020 a agosto de
2021. Os dados clinicos e laboratoriais foram adquiridos dos prontuérios dos pacientes incluidos
no estudo. A partir dos valores obtidos do hemograma, os pacientes foram separados quanto a
presenca ou nédo de leucopenia, linfopenia e plaquetopenia. As dosagens das citocinas IL-6, IL-10,
IL-4, IL-15, 1L-1B, TNF-a e IFN-y foram realizadas pelo método ELISA. Analise estatistica foi
realizada através do programa IBM SPSS Statistic v.200 Armonk NY: IBM Corp.
RESULTADOS: Este estudo contou com a participacdo de 390 pacientes. A média de idade da
amostra foi de 54,6+16,4, sendo 26,9% com idade maior que 65 anos. A Doenca Cardio-
metabolica foi presente em grande parte da amostra (52,2%). Os resultados demostraram
linfopenia em 34,3% da populacdo de estudo, leucopenia em 4,1%, leucocitose em 17,3% e
plaguetopenia em 26,2%. Na comparacdo das alteracbes hematologica, ndo foi observado
correlacdo com idade e IMC. Individuos linfopénicos tiveram 3 vezes maior probabilidade de
morte (p=0.006), além da correlacdo positiva com IL-4 (p=0.03), IL-6 (p=0.021) e IFN-y
(p=0.014). A correlacéo entre leucocitose foi positiva com IL-1p (p=0,006), enquanto leucopenia
foi correlacionada com IL-10 (p=0,006). A trombocitopenia foi correlacionada com IL-10
(p=0,006) e IFN-y (0,019). Quando a probabilidade de morte foi analisada em um modelo termo
quadrtico, a alta probabilidade de morte foi correlacionada principalmente com a interacdo da
linfopenia com niveis elevados de IL-6 (p=0,002), IFN-y (p=0,019), TNF -a (p=0,049), IL-15
(p=0,002), IL-1B (p=0,002) e IL-10 (p=0,004). CONCLUSOES: Pacientes com COVID-19
apresentaram alteracdes hematoldgicas que estdo associados o risco de morte. Juntos esses
resultados sugerem que principalmente a linfopenia seja uma variavel de observacdo clinica
importante para a identificacdo precoce e a melhora do manejo de pacientes com COVID-19 grave.

Palavras-chave: SARS-CoV-2, Leucopenia, Leucocitose, Trombocitopenia, Citocinas



ABSTRACT

INTRODUCTION: SARS-CoV-2 infection was characterized by activation of the immune
system with the high and constant release of cytokines. This excessive inflammatory response to
SARS-CoV-2 is considered a significant cause of disease worsening and death in COVID-19
patients. It coincides with hematological alterations, such as leukopenia, lymphopenia, and
thrombocytopenia in this population. OBJECTIVE: To correlate hematological alterations with
clinical and inflammatory variables in patients hospitalized with severe COVID-19.
METHODOLOGY: The study was carried out at Hospital Marcelino Champagnat from April
2020 to August 2021. Clinical and laboratory data were acquired from the patient's medical records
included in the study. From the values obtained from the blood count, the patients were separated
according to the presence or absence of leukopenia, lymphopenia, and thrombocytopenia. The
dosages of cytokines IL-6, IL-10, IL-4, IL-15, 1L-1B, TNF-a, and IFN-y were performed by the
ELISA method. Statistical analysis was performed using the IBM SPSS Statistic v.200 program
Armonk NY: IBM Corp. RESULTS: This study had the participation of 390 patients. The mean
age of the sample was 54.6+16.4, with 26.9% aged over 65 years. Cardio-metabolic disease was
present in most of the sample (52.2%). The results showed lymphopenia in 34.3% of the study
population, leukopenia in 4.1%, leukocytosis in 17.3%, and thrombocytopenia in 26.2%.
Comparing hematological alterations, no correlation was observed between age and BMI.
Lymphopenic individuals have almost 3 times increased risk of death (p=0.006), in addition to the
positive correlation with 1L-4 (p=0.03), IL-6 (p=0.021), and IFN-y (p=0.014). The correlation
between leukocytosis was positive with IL-1p (p=0.006), while leukopenia was correlated with
IL-10 (p=0.006). Thrombocytopenia was correlated with I1L-10 (p=0.006) and IFN-y (0.019).
When the probability of death was analyzed in a statistical model of logistic regression, the high
probability of death was correlated mainly when lymphopenia was present with increased levels
of IL-6 (p=0.002), IFN-y (p=0.019), TNF-o. (p=0.049), IL-15 (p=0.002), IL-1B (p=0.002) and IL-
10 (p=0.004). CONCLUSIONS: Patients with COVID-19 have hematological changes that are
associated with the risk of death. Together, these results suggest that lymphopenia is an essential
clinical observation variable to ensure the best prevention and management of patients with severe
COVID-19.

Keywords: SARS-CoV-2, Leukopenia, Leukocytosis, Thrombocytopenia, Cytokines
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1. INTRODUCAO

Os casos graves da COVID-19 foram associados com alguns fatores de risco tais como idade
avancada, obesidade, sexo masculino, presenca de comorbidades como diabetes mellitus, doenca
pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) e doenca cardiovascular (1-3). Ainda, a gravidade da doenca
foi associada por internacdo prolongada em Unidade de Terapia Intensiva (UTI), necessitando de
suporte invasivo (4). Ainda, os casos graves da doenca foram relacionados a uma inflamacéo
acentuada, caracterizada pela producédo excessiva de mediadores inflamatérios, sendo reconhecida
como tempestade de citocinas (5). Casos graves da doenga mostraram que alteracdes nos niveis de
citocinas, como demostrado em vérios estudos, como aumento de nivel sérico de IFN-y, TNF-a,
1L-1B, IL-4, IL-6, IL10, IL-12, relacionavam-se com a sindrome da angustia respiratéria aguda
(SARA) ou severe acute respiratory syndrome (SARS), faléncia maltipla dos 6rgéos, levando
muitas vezes ao desfecho 6bito (2,6,7).

Concomitante com a producdo exacerbada dos mediadores inflamatdrios, as alteracGes
hematoldgicas também foram observadas nos casos graves da COVID-19, e contribuiram como
potenciais candidatos a biomarcadores prognosticos (8). Em relacdo as alteracfes leucocitarias em
uma fase inicial da doenga e nos individuos com sintomas leves, essas células ndo apresentam
alteracfes na contagem ou quando apresentam, apenas uma discreta reducdo. Ja em pacientes
graves foi observado uma reducdo significativa, caracterizando a leucopenia presente em 28% a
68% dos acometidos de forma grave pela COVID-19 (9). No entanto, alguns estudos apontam, a
contagem aumentada destas dos leucdcitos totais, sendo a leucocitose associada ao maior risco de
morte (10,11). Essa alteracdo pode ser compreendida pelo aumento da contagem de neutrdfilos,

que esta mais pronunciada em pacientes que evoluiram ao obito (10,12). Ha diminui¢do no numero
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de linfocitos nos pacientes graves com COVID-19. A literatura se dedica em explicar esse evento
(linfopenia) causada pelo virus SARS-CoV-2 devido tanto pela invasdo direta do virus nos
linfécitos, levando a morte celular, quanto pela atrofia dos 6rgaos linfoides secundarios devido a
atuacdo intensa de IL-4, IL-6 e IL-10. Essa atrofia interrompe a renovacao de linfécitos, com
diminuicao significativa nas subpopulacdes de linfocitos T CD4+ e CD8+, alteracbes observadas
em pacientes internados em UTI. Por todos esses motivos entende-se que a linfopenia é um fator
de prognostico negativo para pacientes internados pela COVID-19 (12-14). Em relacdo as
plaguetas, o achado mais comum na COVID-19 € a plaquetopenia que foi relacionada com a
gravidade da doenca (15,16). Um achado importante é a diminuicdo seriada na contagem de
plaquetas durante a internacdo, que foi associada a maior mortalidade, da mesma forma que, a
melhora neste quadro evidencia melhora clinica e maior sobrevida (17-19).

Desta forma torna se evidente a importancia de estudar a relacdo dos parametros hematoldgicos
com variaveis relacionadas ao agravamento da COVID-19, ja que a literatura mostrou até o
presente momento, estudos isolados dos padrdes hematoldgicos e das dosagens das citocinas, mas

ainda ndo evidenciou essa relacéo.
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2. JUSTIFICATIVA

Mesmo com 0 avanco da vacinagdo e com o retorno da presencialidade nas atividades do
dia a dia, a convivéncia com o SARS-CoV-2 ainda é ativa. Portanto, identificar correlages que
demonstrem as alteracGes hematoldgicas e a associagcdo com os biomarcadores inflamatorios como

fator de risco na COVID-19 grave, é crucial para ajudar a identificar casos com pior prognostico.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Corona Virus

O corona virus foi descrito pela primeira vez em 1937, mas somente em 1965 recebeu 0 nome

de coronavirus por apresentar um perfil microscopio semelhante a uma coroa. Em 2002, na China,

foi identificado como o agente causador da sindrome respiratéria aguda grave (SARSCoV) e em

2012, como o responsavel pela sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV). Em

dezembro de 2019, na cidade de Wuhan, na China, foi descoberto um novo corona virus (SARS-

CoV-2), responsavel pela sindrome respiratoria aguda grave, causador da doenca COVID-19

(Figura 1).

1937 = surgimento do virus

1965= perfil microscopico
semelhante a uma coroa.

2002 = SARS CoV = sindrome
respiratoria aguda grave.

2012 = (MERS - CoV)
sindrome respiratdria do
Oriente Médio.

2019 (SARS-CoV-2) = sindrome
respiratdria aguda grave =
covid-19.

Figura 1- Contextualiza¢do do Histérico do Corona virus. Fonte: Os autores

O novo tipo de corona virus, membro da familia de betacoronavirus, constituido por uma fita

simples de RNA, com proteinas estruturais tipicas, sendo elas; as proteinas do envelope (proteina

E), proteina de membrana (proteina M), nucleocapsideo (proteina N) e ainda, a espicula ou do

inglés Spike (proteina S) (1,2,20-22) (Figura 2).
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Proteina (S) - Spike

— Proteina (M) - Membrana

Proteina (N) - Nucleocapsideo

Proteina (E) - Envelope

Figura 2 - Estrutura do coronavirus com RNA de fita simples, com nucleocapsideo composto de RNA gendmico e
proteina do nucleocapsideo fosforilado (N), a proteina da membrana (M), uma glicoproteina transmembrana do tipo
I11, e a proteina do envelope (E), que estdo localizadas entre as proteinas S na membrana viral. Fonte: Adaptado de
de Synowiec et al 2021.

A proteina spike (S) é uma glicoproteina que permite a entrada do virus na célula hospedeira
atraves da ligacdo ao receptor da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) em humanos,
facilitando a entrada no citoplasma celular e a replicacdo viral. A replicacdo viral é regulada pela

proteina N (23-26).

3.2 Pandemia, Sinais e Sintomas

A partir de margo de 2020, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) declarou a COVID-19
como pandemia. Até marco de 2023, a OMS registrou 758.390.564 casos confirmados e 6.859.093
mortes em todo o mundo, enquanto o Brasil contabilizou 37.066.791 casos confirmados e 699.243
mortes (27,28). A infeccdo pode se apresentar em trés principais condicdes clinicas: portadores
assintomaticos, individuos com doenca respiratoria aguda (DRA) ou pacientes com pneumonia em
diferentes graus de gravidade (29). Os principais sintomas incluem febre (88,3%), tosse (68,6%),
mialgia ou fadiga (35,8%), expectoracdo (23,2%), dispneia (21,9%), cefaleia ou tontura (12,1%),

diarreia (4,8%) e vomitos ou nauseas (3,9%) (30). Os sintomas mais graves estdo relacionados
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com hipoxemia, e quando ha complicacdes dos sintomas citados acima, pode ocorrer internacéo
em unidade de terapia intensiva (UTI) (31). De acordo com o Ministério da Salde, cerca de 80%
dos infectados apresentam doenca leve, 14% apresentam doenca grave e 5% séo casos criticos
(32). Os casos criticos estdo associados com altas taxas de mortalidade e com grupos de risco,
como idosos (mais de 60 anos de idade), obesidade, gestantes e pessoas com comorbidades
variadas, como hipertensdo, cancer, doenca cardiovascular prévia, diabetes e doenca respiratdria
cronica (33,34). Em relacdo aos menores de 18 anos, a doenca apresenta-se de forma relativamente
leve, com aproximadamente 2,4% do total de casos notificados, além disso, uma proporcéo muito
pequena desenvolveu a forma grave da doenca (2,5%) e uma proporcao ainda menor desenvolveu

a forma critica (0,2%) (35).

3.3 Transmisséo

Os coronavirus sdo parasitas intracelulares que ndo possuem metabolismo préprio e requerem
células hospedeiras para se replicar (36). A entrada do virus nas células hospedeiras ocorre por
meio da ligacdo com receptores especificos presentes na superficie dessas células. No caso do
SARS-CoV-2, o principal receptor é a proteina ECA2, que esta presente em células epiteliais da
cavidade nasal, faringe e alvéolos pulmonares, além de outros 6rgdos como intestino, coragéo,
rins, olhos, cérebro, figado e testiculos (1,37). Sendo assim, a infeccdo por COVID-19 comeca
com a aspiracao de goticulas exaladas por pacientes contaminados. O virus SARS-CoV-2 atravessa
o epitélio da laringe e/ou nasal e chega aos pulmdes, onde as proteinas S na superficie do virus se
ligam aos receptores ECA2 presentes nas células, transferindo seu material genético para dentro

da célula e iniciando seu processo de replicacdo (38—40) (Figura 3).
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Figura 3- Chegada do virus ao epitélio alveolar, ligacdo da proteina S ao receptor da enzima conversora de
angiotensina 2 (ACE2), inicio do processo de replicacdo viral na célula hospedeira. Reatividade do sistema imune do
hospedeiro com ativacdo de macrofagos alveolares e liberacdo de mediadores inflamatorios. Esses mediadores quando
secretados de forma continua formam a chamada Tempestade de Citocinas. Fonte: Adaptado de Gupta et al. 2020;
Biorender, 2023.

Diversos estudos descreveram minuciosamente 0s processos biogquimicos envolvidos na
infeccdo pelo SARS-CoV-2. Os resultados dessas investigacfes tém comprovado que a proteina S
é fundamental para a ligacdo do virus aos receptores celulares, sendo clivada por proteases
celulares em sitios especificos, resultando na formacdo das subunidades S1 e S2. A furina, uma
protease abundante nos pulmdes, esta envolvida nessa clivagem, e o sitio de acdo da furina é
encontrado somente na proteina S do SARS-CoV-2, o que pode explicar a maior infectividade e
transmissibilidade desse virus (41-43).

Apos a entrada do virus na célula hospedeira, ocorre um complexo processo bioquimico,
envolvendo a transcricdo reversa, traducéo e replicacdo do genoma viral. Esse processo resulta na
montagem, maturacdo e liberacdo das novas particulas virais, que dependem de um sistema
enzimatico complexo, tanto do virus quanto da célula hospedeira. Algumas enzimas estao ausentes

ou raramente encontradas em outros coronavirus (44). A infeccdo pelo SARS-CoV-2 pode resultar
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na liberacdo de citocinas em resposta a infeccdo, o que pode levar a manifestacGes clinicas leves

ou graves da doenca (45).

3.4 Manifestacdes clinicas relacionadas a ativacdo do sistema imune

E sabido que as citocinas sdo produzidas tanto na fase inicial durante a ativacdo da reposta
imune inata, bem como na fase efetora da imunidade adaptativa para mediar e regular a resposta
inflamatdria contra o invasor. Porém, na infeccdo por SARS-CoV-2 uma liberagdo aumentada de
citocinas por células inflamatérias foi observado, sendo essa condicdo caracterizada pela
“tempestade de citocinas” e, considerada uma das principais causas do agravamento da doenca e
morte em pacientes COVID-19 (46,47). Este termo tornou-se popular durante a pandemia, tanto
para a populacdo em geral quanto em publicacdes cientificas, apesar de ter sido utilizado para
outras doencas infecciosas e ndo infecciosas anteriormente a pandemia por COVID-19 (48).

Esta condicdo na COVID-19 pode ser evidenciada pela presenca aumentada de interleucinas
como IL-6, proteina inflamatéria de macrofagos 1o (MIP1a), MIP1B e MCP1, que atraem células
do sistema imune, principalmente mondcitos, macrofagos e células T para o foco de inflamacéo.
Na presenca de outras citocinas inflamatorias, como o IFN-y, mondcitos e macrofagos promovem
por feedback positivo acentuando a producdo de citocinas pré-inflamatoérias e quimiocinas, e
assim, gerando um ciclo na manutencao do estimulo a producédo desses mediadores inflamatorios.
O sistema imune permanece ativado e promove dano a estrutura pulmonar, além de causar danos
em varios 0rgaos, como 0 coracdo e os rins. Estudos sugerem uma correlacdo direta entre a
tempestade de citocinas e lesdo pulmonar, faléncia de multiplos 6rgdos e prognastico desfavoravel
(47,49). Além disso, os anticorpos ndo neutralizantes, produzidos pelas células B, podem aumentar

a infeccdo por SARS-CoV-2, exacerbando ainda mais os danos aos 6rgdos (50).
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Estudos ainda mostraram niveis plasmaticos elevados de IL-2, IL-7, IL-10, fator estimulador
de colbnia de granulécitos (G-CSF), IP-10, MCP1, MIP1a ¢ fator de necrose tumoral (TNF) em
pacientes graves internados em UTI com COVID-19. Ainda, os niveis de IL-6 nesses pacientes
continuam a aumentar ao longo do tempo e sdo relativamente mais elevados nos individuos que
evoluiram a 6bito do que nos sobreviventes (51).

Além disso, pacientes graves apresentam numero maior de mondcitos inflamatorios
CD14+/CD16+ no sangue periférico, quando comparados com pacientes ndo graves (52,53). Os
macrofagos inflamatdrios secretam ainda mais citocinas inflamatorias, que contribuem para a
tempestade de citocinas, incluindo MCP1, IP-10 e MIP1a (54). Outro fator importante é que o
aumento combinado (sinergia) entre IFN-y e TNFa induz a morte celular, contribuindo para a
gravidade da doenca. Esta informacdo foi resultado de um estudo onde foram testadas 28
combinacgdes entre citocinas e a combinacao entre IFN-y e TNFa foi a que demonstrou maior
relacdo com morte celular em grande extensao (55). Pesquisas apontaram o momento da liberacao
do IFN-y e TNFa durante a inflamagao da COVID-19, e demostraram que 0 momento de maior
liberacdo do IFN-y foi em casos moderado de COVID-19, ja em relacdo ao TNF-o também foi
observado a liberacdo aumentada em pacientes no estado moderado, mas seu pico de liberacéo foi
em pacientes graves (55,56).

Estudos mostraram ainda que os niveis de IL-6 e IL-10 foram mais elevados nos pacientes com
COVID-19 grave, sugerindo a necessidade da dosagem dos niveis séricos de I1L-6 e IL-10, ja que
niveis aumentados podem ser considerados agravadores da doenca (57). Em outra pesquisa,
também mostrou que a dosagem de IL-6 pode ser considerada uma ferramenta de avaliacdo
progndstica da doenca e, ainda, pode servir como preditor do agravamento, j& que ao relacionar os

niveis de IL-6 e da proteina C reativa (PCR) nos pacientes internados com COVID-19, ambos
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estavam elevados. No entanto, nos pacientes que evoluiram a ébito as dosagens séricas de IL-6
foram mais expressivas quando comparado com PCR (57,58).

Assim, a resposta inflamatodria excessiva ao SARS-CoV-2 ¢ considerada uma das causas de
gravidade da doenca e morte em pacientes com COVID-19 (30), associada a altos niveis de
citocinas circulantes, bem como com uma linfopenia profunda e trombocitopenia, com infiltragdo
substancial de mondcitos nos pulmdes, coracdo (31), nddulos linfaticos do baco e rins (32,33),
conforme observado na analise post-mortem. Recentemente, um estudo revelou os valores de
hemograma no momento da admissdo de 69 pacientes com COVID-19. Este estudo evidenciou
que na admissdo, 19 pacientes apresentavam leucopenia, sendo que apenas 1 apresentava
leucopenia grave. Dos pacientes incluidos no estudo, 24 apresentaram linfopenia, sendo que 19
apresentavam de forma moderada e 5 apresentavam linfopenia grave. Em relacdo as plaquetas,
apenas 13 pacientes apresentavam uma ligeira trombocitopenia (59).

De modo geral, pacientes infectados que tiveram transferéncia para UTI, apresentaram queda
dos valores de hemoglobina, mondcitos e estavam com contagens linfocitarias inferiores aos
demais (mediana de 400/mm3 UTI x 1.200/mm3 ndo UTI), sendo considerado linfopenia
<600/mm?3 um indicador para admissdo precoce na UTI. Desta forma, tornou-se evidente a
linfopenia como um fator de mau progndstico, sendo correlacionada com aumento da PCR e niveis
séricos de TNF, IL-6 e IL-10 (50). Além disso, a linfopenia foi uma caracteristica frequente em
pacientes que morreram da doenca (51,60,61). Estudo realizado através de levantamento de dados
em 7942 pacientes com SARS-CoV-2, mostrou a linfopenia presente na maioria dos casos
considerados moderados e graves, sendo mais pronunciada quando associada ao menor nivel de

hemoglobina e menor nimero de neutréfilos (62).
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A linfopenia também foi demonstrada em um estudo que revelou que entre 67% e 90% dos
pacientes considerados graves apresentaram linfocitos diminuidos. No entanto, este mesmo estudo
mostrou a leucocitose associada com neutrofilia, e esses valores foram associados como um
marcador de pior progndstico da doenca (63,64). Os resultados de exames laboratoriais, além de
demostrarem uma diminuic¢do no numero total de linfocitos, também demostraram uma diminuicéo
nas subpopulacdes de células T CD4 e CD8, células B e NK, em casos moderado da COVID-109.
Ja em casos mais graves da doenca, os linfocitos totais se expressam em valores ainda mais baixos,
assim como as células T CD4, CD8 e células B (65). Essa diminuicdo do nimero total de linfdcitos
ndo é bem compreendida, mas ha indicacdes de que o virus compromete a funcao imune celular,
ja que pode ocorrer uma infeccdo direta do SARS-CoV-2 a estas células promovendo sua lise.
Além disso, a tempestade de citocinas também pode promover a apoptose linfocitaria, a atrofia
dos 6rgéos linfoides, incluindo o baco, o que pode prejudicar ainda mais a ativacdo dos linfdcitos
(66-69).

Durante a fase critica da doenca e internacdo em UTI foi observado a neutropenia. Apesar de
ser um parametro pouco relatado na literatura, sua demonstracdo estd relacionada com outras
infeccdes bacterianas, além do virus SARS-CoV-2 e maior risco de morte (2,16,59,70). A
eosinopenia também tem sido avaliada como um parametro diagndéstico com capacidade preditiva
e discriminatéria. Pacientes com COVID-19 apresentaram eosinopenia com sensibilidade de
74,7% e especificidade de 68,7%, curva ROC de 0,717, e a combinac¢do de eosinopenia e aumento
da proteina C reativa ultrassensivel (us-PCR) apresentou sensibilidade de 67,9% e especificidade
de 78,2% (ROC de 0,730) (22).

Juntamente a esse evento, também pode ocorrer a trombocitopenia, uma vez que as plaguetas

participam ativamente da resposta imune e desempenham papel importante na hemostasia,
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coagulacao e resposta inflamatoria. Alteracfes no seu nimero e funcionamento estao relacionados
a uma grande variedade de doencas, entre elas complica¢fes na COVID-19. Um estudo mostrou
gue no momento da admissdo, a maioria dos pacientes com COVID-19 que apresentaram
linfopenia e trombocitopenia, evoluiram para o estado grave da doenca (71). A trombocitopenia
nestes casos, pode ser compreendida pelo fato do virus invadir diretamente células da medula 6ssea
e inibir a producdo hematopoiética. Ainda, o dano pulmonar causado pela infeccdo do SARS-Cov-
2 pode comprometer os megacariécitos (células que produzem plaquetas) pulmonares e
comprometer a liberacdo de plaquetas, levando assim a trombocitopenia (72,73). A
trombocitopenia também foi associada a um maior risco (5 vezes) de se desenvolver formas graves
da COVID-19 (74).

Diante do exposto, ressalta-se que a COVID-19 apresenta manifestacbes no sistema
hematoldgico que se associam principalmente a leucopenia, linfopenia e plaquetopenia. Essa
imunodepressdo tem grande impacto no sistema imunoldgico e parece estar relacionado com o

aumento dos niveis de mediadores inflamatorios.
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4. OBJETIVO
4.1 Objetivo geral
Correlacionar as alteracdes hematoldgicas com variaveis clinicas e inflamatdrias em pacientes

internados com COVID-19 grave.

4.2 Objetivos especificos
a) Identificar as alteracfes hematoldgicas em pacientes com COVID-19 hospitalizados.
b) Correlacionar as alteracbes hematoldgicas com caracteristicas clinicas dos pacientes.
c) Correlacionar as alteracdes hematologicas com os niveis de citocinas em COVID-109.

d) Correlacionar as alteracGes hematologicas com o desfecho 6bito.
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5. HIPOTESE
A hipétese do presente trabalho é que individuos internados com COVID-19 possuem
alteracbes hematoldgicas, como leucopenia, linfopenia e plaquetopenia e estdo correlacionadas

com os niveis de citocinas, com aumento do risco de morte.
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6. METODOLOGIA

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Pontificia
Universidade Catolica do Parana (PUCPR) sob CONEP numero: 3.944.734. O estudo foi realizado
no Hospital Marcelino Champagnat (HMC) localizado em Curitiba, Parana, no periodo de abril de
2020 a agosto de 2021. Os dados clinicos foram adquiridos dos prontuarios dos pacientes incluidos
no estudo, bem como, os dados laboratoriais (hemograma completo). Estes dados foram de
prontudrios digitais do programa computacional, Tasy® (Phillips Healthcare) no momento da
admissdo hospitalar. Dentre as variaveis utilizadas neste estudo, os valores obtidos no hemograma
no momento da admissdo foi o indicador para a separacdo dos pacientes quanto a presen¢a ou nao
presenca de alteracdes hematoldgicas. Os valores de referéncia utilizados seguiram os padrbes
laboratoriais utilizados pelo hospital HMC, sendo leucdcitos totais (3600 a 12000/mm?). linfcitos

totais ( 720 a 5040/mm?) e plaquetas totais ( 150.000 a 450.000/mm?q).

6.1 Critérios de Inclusdo
Foram incluidos individuos com idade acima de 18 anos, com testes imunoldgicos ou
moleculares positivo para SARS-CoV-2. Estes consentiram a participacdo do estudo assinando o

termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

6.2 Critérios de Exclusdo
Pacientes com diagndstico de outras infeccBes virais, pacientes que usaram tocilizumab e
pacientes imunodeprimidos (HIV + ou drogas imunossupressoras) foram excluidos do estudo

(Figura 4).
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45 excluidos por uso de Tocilizumab
6 excluidos por PCR negativo para SARS-CoV-2 na confirmagdo

1 excluido por ser soro positivo para HIV

Figura 4 - Fluxograma dos participantes do estudo. Fonte: Os autores

6.3 Coleta e armazenamento das Amostras

Os pacientes incluidos no estudo, entraram em uma sequéncia de coleta de sangue com
intervalos de 3 dias até o desfecho alta hospitalar ou 6bito. O sangue periférico foi coletado em
tubos SSTII para obtencdo do soro. As amostras foram centrifugadas por 15 min em 1500 rpm, em
seguida o soro foi aliquotado e armazenados em freezer a -80°C. Para o presente estudo, somente

a coleta na admissao foi utilizado para a dosagem de citocinas (Figura 5).
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Figura 5 — Coleta e armazenamento das amostras no hospital Marcelino Champagnat. As amostras foram
encaminhadas ao LabAlIRe para separacdo de soro, plasma e células. As amostras biologicas foram utilizadas por
diversos projetos relacionados a COVID-19 da PUCPR. Em destaque, 0 método utilizado no presente estudo. Fonte:
Os autores

6.4 Dosagem das Citocinas

As dosagens das citocinas IL-6, IL-10, IL-4, IL-15, IL-13, TNF-a e IFN-y foram realizadas
pelo método ELISA (Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay), utilizando Kits comerciais
(Immunotools, Friesoythe/Germany) de acordo com instrucdes do fabricante. As placas foram

lidas no leitor de microplaca a 450 nm (Microplate Reader Versamax).

6.5 Andlise Estatistica

Os dados foram analisados com o programa computacional IBM SPSS Statistics v.28.0. Para
a descricdo de variaveis quantitativas foram apresentados médias, desvios padrbes, medianas e
intervalo interquartil. Variaveis categdricas foram descritas por frequéncias absolutas e
percentuais. Para a comparacdo das classificacbes de leucocitos (normal, leucopenia ou

leucocitose), de linfocitos (normal ou linfopenia) e de plaguetas (normal ou plaquetopenia), em
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relacdo a idade e ao IMC, foi usado 0 modelo de analise da variancia (ANOVA) com um fator ou
o0 teste t de Student para amostras independentes. Para a analise da associacdo destas variaveis
hematoldgicas com a expressdo das citocinas, foram ajustados modelos de regressdo linear. A
associacdo com o desfecho de ébito intra-hospitalar foi avaliada ajustando-se modelos de
Regressdo Logistica e usando-se o teste de wald. A medida de associacdo estimada foi a odds ratio
(OR) com intervalos de confianca de 95%. Em todos os modelos a idade foi incluida como
covariavel. Para analisar o efeito conjunto da expressdo de cada citocina e cada marcador
hematoldgico sobre a probabilidade de ébito foram ajustados modelos de regressdo logistica
incluindo a expressdo da citocina, o termo quadratico da citocina, 0 marcador hematoldgico e a
idade como variaveis explicativas. A partir do ajuste desses modelos foram estimadas as
probabilidades de 6bito de acordo com intervalos e das citocinas. As probabilidades, bem como
seus intervalos de confianca de 95%, foram apresentadas em graficos de linhas, através do
programa Stata® 18. A condicio de normalidade de variaveis quantitativas continuas foi avaliada
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Em todas as analises os dados da expressdo de citocinas foram
previamente submetidos a uma transformacdo logaritmica. Valores de p<0,05 indicaram

significancia estatistica.
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7. RESULTADOS
7.1 Caracteristicas clinicas e demogréficas da populacéo estudada
Este estudo contou com a participacdo de 390 pacientes. A Tabela 1 apresenta os dados das
variaveis demograficas e clinicas basais no momento da admissédo hospitalar. A média de idade da
amostra foi de 54,6+16,4, sendo 26,9% com idade superior a 65 anos.

TABELA 1 - Caracteristicas da populacdo de estudo na admissao

Variavel n Resultado
Idade (anos) (média + DP) 390 54,6 +16,4
Idade >65 anos 390 26,9%
Sexo masculino 390 62,3%
IMC (kg/m?) (média + DP) 342 299+49
IMC > 30 kg/m? 358 45,9%
Disfungdes cardio-metabdlica* 383 52,2%
Asma 388 5,4%
DPOC 389 3,1%
Saturacao % (média + DP) 389 91,6 +5,3
Saturacdo na admissdo <95% 389 33,9%

Os dados sdo apresentados como médiazdesvio padrdo (DP) ou porcentagem.

*Legenda: Disfungoes cardio-metabdlica compreende: Hipertenséo Arterial Sistémica (HAS), Diabetes melitus (DM),
Insuficiéncia cardiaca, Sindrome coronariana crénica, Infarto agudo do miocéardio (IAM), Acidente vascular
encefélico, Doenca arterial periférica, Dislipidemia.

7.2 Classificacdo dos parametros hematoldgicos na amostra

Os resultados demostram que uma parcela da amostra revelou ser linfopénica (34,3%) e
plaquetopénica (26,2%). Por outro lado, uma pequena propor¢do dos pacientes do estudo
apresentava leucopenia (4,1%), enquanto 17,3% da populacdo apresentou leucocitose (Tabela 2).

TABELA 2 — Varidveis relativas aos Parametros Hematoldgicos

Variavel Classificacéo n %
Leucdcitos totais Normal 305 78,6%
Leucopenia 16 4,1%
Leucocitose 67 17,3%
*Linfécitos totais Normal 253 65,7%
Linfopenia 132 34,3%
**Plaquetas totais Normal 284 73,8%
Plaquetopenia 101 26,2%
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*Excluidos 2 casos com classificacdo linfocitose, **Excluidos 4 casos com classificacdo plaquetocitose.
Os dados sdo apresentados como porcentagem.

7.3 Avaliacdo da associacdo de parametros hematoldgicos com a idade e IMC.

Uma vez que a idade (Kittu et al.™®) e o IMC (Singh et al.(®) foram observados como

preditores de mortalidade na infeccdo por SARS-CoV-2, utilizamos essas variaveis para a analise

de associacdo com os parametros hematolégicos. Na comparagédo entre normalidade do numero

total de leucdcitos, linfocitos ou plaquetas, nenhuma alteracdo no perfil hematologico foi

significativa em relacdo a idade e IMC no momento da internacdo (Tabela 3).

TABELA 3 — Comparacdo das Alteracées Hematoldgicas com a idade e IMC

Variavel Leucdcitos n Média + desvio padrao p*
Idade (anos) Normal 305 53,8+16,1
Leucopenia 16 51,6+18,2
Leucocitose 67 58,7+17,0 0,065
IMC (kg/m?) Normal 270 30,1+4,9
Leucopenia 15 28,3+4,6
Leucocitose 55 29,2+4.6 0,193
Variaveis Linfocitos n Média + desvio padréo p*
Idade (anos) Normal 253 53,5+15,8
Linfopenia 132 56,6+17,4 0,089
IMC (kg/m2) Normal 223 30,1+4,9
Linfopenia 115 29,3+4,6 0,159
Variaveis Plaquetas n Média + desvio padrao p*
Idade (anos) Normal 284 54,5+16,3
Plaguetopenia 101 55,0£17,1 0,761
IMC (kg/m2) Normal 246 30,1+4,8
Plaguetopenia 92 29,5149 0,317

*Teste t de Student para amostras independentes, p<0,05

7.4 Avaliacdo da associacdo de parametros hematologicos com os niveis de citocinas.

Em relacéo a andlise de associacdo entre 0 nimero de leucdcitos e os niveis de citocinas

em um modelo de regresséo linear ajustando os dados para idade e IMC, observa-se que a
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leucocitose foi significativa com os niveis de IL-1p no momento da internacdo (Tabela 4),

enquanto a leucopenia teve correlagédo com a IL-10 (Tabela 4).

TABELA 4 — Comparacdo dos Parametros Leucocitarios com as Citocinas

Variavel Leucdcitos n Mediana (min-max) p*

TNF-a Normal 263 7,6 (1,7 -75,6)

Leucopenia 15 11,8 (3,4-71,5) 0,127

Leucocitose 57 10,4 (2,1 - 81,6) 0,086
IL-1B Normal 248 8,3(2,5-413)

Leucopenia 15 8,7 (6,1 -35,4) 0,646

Leucocitose 54 10,3 (5,9-51,1) 0,006**
IL-6 Normal 263 10,8 (2 - 99,5)

Leucopenia 15 11,8 (3,7 - 75) 0,756

Leucocitose 56 11,1 (3,1 -88,6) 0,280
IL-10 Normal 253 6,8 (1,9 - 66,2)

Leucopenia 14 8,1(4,4-183,3) 0,006**

Leucocitose 55 6,9 (3,2-74,3) 0,579
IFN-y Normal 262 6,9 (0,7 - 84,5)

Leucopenia 15 9,1(2,7-33,2) 0,243

Leucocitose 57 7,9 (3,2-754) 0,421
IL-4 Normal 261 6,5 (2,5-34,5)

Leucopenia 15 5,8 (3,9 -25,4) 0,789

Leucocitose 57 7,2 (3,4 -48,2) 0,257
IL-15 Normal 253 7,1(1,1-379)

Leucopenia 15 8,6 (3,3-20,2) 0,210

Leucocitose 55 6,3 (1,7 -31,3) 0,475

*Modelo de Regressao Linear ajustado para idade e apos transformagéo logaritmica sobre as varidveis de citocinas,

p<0,05

Na comparacao da linfopenia com as citocinas, observa-se associa¢do da linfopenia com

IL-4, IL-6 e IFN-y (Tabela 5), mesmo quando ajustado para a idade.

TABELA 5 — Comparacéo das classificagdes de Linfdcitos em relagéo a citocinas

Variaveis Linfdcitos n Mediana (min-max) p*
IL-4 Normal 218 6,2 (2,5-48,2)

Linfopenia 112 7,4 (2,8-30,9) 0,030*
IL-6 Normal 219 9,8(2,2-99,5)

Linfopenia 113 14,0 (2,0-75) 0,021*
IFN-y Normal 218 6,6 (0,7 - 75,4)

Linfopenia 113 8,4 (2,5-84)5) 0,014*
IL-10 Normal 212 6,7 (2,7 - 183)

Linfopenia 107 6,8 (1,9 - 36,7) 0,585
TNF-a Normal 219 7,6 (1,7 - 81,6)

Linfopenia 113 9,3(1,9-71,5) 0,111
IL-15 Normal 212 7,1(1,6 -37,9)
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Linfopenia 108 7,1(1,1-34,6) 0,957
IL-1B Normal 208 8,6 (3,8-511)
Linfopenia 106 9,0(2,5-413) 0,608

*Modelo de Regressao Linear ajustado para idade e apos transformagao logaritmica sobre as variaveis de citocinas,
p<0,05
Na comparacdo da plaguetopenia com as citocinas, observa-se associagcdo com os niveis de

IL-10 e INF-y, mesmo quando ajustado com a idade biologica (Tabela 6).

TABELA 6 — Comparacdo do numero de Plaguetas em relacdo as Citocinas

Variaveis Plaquetas n Mediana (min-max) p*
IL-10 Normal 236 6,3 (1,9 - 190)

Plaquetopenia 83 7,5 (3,0 - 183) 0,006*
IFN-y Normal 245 6,8 (0,7 - 84,5)

Plaguetopenia 86 8,3 (2,6 -69,7) 0,042*
IL-6 Normal 245 11,1 (2,1 -99,5)

Plaquetopenia 86 11,2 (2,0 - 75) 0,552
IL-4 Normal 246 6,5 (2,5-48,2)

Plaquetopenia 84 6,8 (3,2 - 34,5) 0,563
TNF-a Normal 246 7,6 (1,7 -81,6)

Plaguetopenia 86 9,6 (22-715) 0,127
IL-15 Normal 238 7,1(1,1-34,6)

Plaquetopenia 82 6,9 (1,6 - 37,9) 0,506
IL-1B Normal 235 8,9(25-511)

Plaquetopenia 79 8,4 (4,4-354) 0,155

*Modelo de Regressao Linear ajustado para idade e apés transformacéo logaritmica sobre as variaveis de citocinas,
p<0,05

7.5 Avaliacdo da associacdo das alteracdes hematoldgicas e o desfecho de 6bito

Individuos linfopénicos possuem quase 3 vezes maior probabilidade de morte em relacdo
aos individuos com nimero normal de linfdcitos (Tabela 7). Nenhuma associagao significativa foi

encontrada com alteragdes nos nimeros de leucécitos ou plaquetas (Tabela 7).
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TABELA 7 — Associacdo dos Pardmetros Hematol6gicos com o Desfecho ébito

Variavel Classificagéo Total % Obito p* OR (1C95%)
Leucocitos Normal 305 40 (13,1%)

Leucopenia 16 3(18,8%) 0455 1,79(0,39 - 8,19)

Leucocitose 67 16 (23,9%) 0,195 1,63(0,78-3,39)
Linfécitos Normal 253 27 (10,7%)

Linfopenia 132 32 (24,2%) 0,006 2,42 (1,30 —4,53)
Plaquetas Normal 284 41 (14,4%)

Plaguetopenia 101 19 (18,8%) 0,398 1,33 (0,68 —2,59)

*Modelo de Regressdo Logistica e teste de Wald, ajustado para idade, p<0,05

7.6 Associacao das alteracGes hematoldgicas e citocinas com a probabilidade de dbito

Para essa avaliacdo, modelos de regressdo logistica foram criados para estimar a

probabilidade de oObito de acordo com as concentracfes de cada citocina com as alteracGes

hematoldgicas definidos pelos grupos de leucécitos totais (normal, leucopenia e leucocitose),

linfocitos (normal e linfopenia) e plaquetas (normal e plaquetopenia).

Assim, a leucocitose anteriormente relacionada com os niveis de IL-1f, juntas ndo tiveram

relacdo com aumento da probabilidade de o6bito (p= 0,215) (Figura 6-A). Da mesma forma, a

leucopenia relacionada com os altos niveis de IL-10, ndo mostraram significancia na probabilidade

de 6bito (p=0,862) (Figura 6-B). Para as analises do modelo para as outras citocinas mensuradas

no presente estudo, nenhuma associa¢édo conjunta com as variagcdes no nimero de leucdcitos totais

com a probabilidade de ébito foi observada (Dados ndo mostrados).
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Figura 6 - Associa¢do conjunta dos numeros de leucécitos quanto a classificagdo de normalidade, leucopenia e
leucocitose e as citocinas (A) IL-1b e (B) IL-10 com a probabilidade de 6bito. Andlise realizada por Regressdo
Logistica com termo quadratico das concentracdes de citocinas e as alteragdes hematolégicas como variaveis
explicativas na probabilidade de morte.

A linfopenia e a IL-4 (Figura 7- A) em conjunto ndo possuem relacdo com aumento da
probabilidade de 6bito na populacdo do estudo (p=0,215). Por outro lado, uma maior concentracao
de IL-6 em individuos linfopénicos (p=0,002) confere uma maior probabilidade de evolucéo para
o desfecho obito, principalmente para niveis mais altos que 26 pg/mL (Figura 7-B). Isso foi
igualmente observado com a citocina IFN-y (Figura 7-C), que em individuos linfopénicos

aumentam a probabilidade de 6bito (p=0.019) em concentracdes maiores que 16 pg/mL.

Probabilidade de ébito

Probabilidade de 6bito
Probabilidade de obito

IFNg

Figura 7 - Associagdo conjunta dos nimeros de linfocitos quanto a classificagdo de normalidade e linfopenia e as
citocinas (A) IL-4, (B) IL-6 e (C) IFN-y com a probabilidade de 6bito. Anélise realizada por Regressao Logistica com
termo quadratico das concentragfes de citocinas e as alteragdes hematologicas como varidveis explicativas na
probabilidade de morte.
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Quando analisamos outras citocinas que ndo foram relacionadas com as mudancas nos
numeros de linfocitos anteriormente, observamos que em individuos linfopénicos a probabilidade
de obito foi significativamente maior em concentracdes maiores que 21 pg/mL para TNF-a
(p=0,049) (Figura 8-A), 11 pg/mL para IL-15 (p=0.002) (Figura 8-B), 16 pg/mL para IL-1p

(p=0,002) (Figura 8-C) e 11 pg/mL para IL-10 (p=0,004) (Figura 8-D).
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citocinas (A) TNF-a, (B) IL-15 (C) IL-1B e (D) IL-10 com a probabilidade de dbito. Andlise realizada por Regresséo
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Ambas as citocinas que tiveram correlagdo positiva com a plaquetopenia, IL-10 e IFN-y,

quando analisadas em conjunto, ndo mostraram relagdo com o aumento na probabilidade de 6bito

38



(p=0,831 e p=0,651, Figura 9 — A e B, respectivamente) na populacdo em estudo. Entretanto, ao
avaliar o efeito dos niveis de IL-1p ajustado para as alteracbes no nimero de plaquetas, foi possivel

observar aumento na probabilidade de o6bito (0,044) a partir de 16 pg/mL.
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Figura 9 - Associacdo conjunta dos nimeros de plaquetas quanto a classificacdo de normalidade e linfopenia e as
citocinas (A) IL-10, (B) IFN-y e (C) IL-1B com a probabilidade de 6bito. Analise realizada por Regressdo Logistica
com termo quadréatico das concentracdes de citocinas e as alteracGes hematoldgicas como variaveis explicativas na
probabilidade de morte.
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8. DISCUSSAO

Os resultados aqui apresentados revelam que o risco de morte para pacientes internados com
COVID-19 com linfopenia foi 3 vezes maior, com correlagdo positiva com niveis aumentados de
IL-4, IL-6 e IFN-y, mas sem relagdo com a idade ou IMC na populacdo estudada. Na analise
conjunta entre alteracdes hematoldgicas e citocinas na probabilidade de morte, os resultados
demonstram relacédo positiva entre a linfopenia e varios dos mediadores inflamatorios mensurados
(IL-6, IFN-y, TNF-q,, IL-15, IL-1p e IL-10) com o aumento da probabilidade de 6bito. Juntos, 0s
resultados sugerem que parametros hematoldgicos alterados possam ser preditores para a evolugao
da COVID-19 grave a morte. Contando no momento com a pandemia neutralizada e grande parte
da populacéo brasileira vacinada, nossos resultados sao importantes para aqueles que, por alguma
razdo, quando infectados pelo SARS-CoV-2 evoluam para um quadro grave da doenga. A
avaliacdo longitudinal da contagem de linfocitos pode ajudar a identificar casos com pior
progndstico, induzindo a pronta intervencdo para a melhor evolucdo dos pacientes, e mesmo, a
recuperacdo desses pacientes. Ainda, as alteracbes hematoldgicas, principalmente a linfopenia,
observadas no presente trabalho, podem ser explicadas como uma consequéncia da produgéo
intensa de mediadores inflamatdrios.

A linfopenia ja foi relacionada ao 6bito. De 35% a 75% dos pacientes que desenvolveram
linfopenia durante o periodo de internagdo por COVID-19, foram a 6bito (74). Nossos resultados
corroboram com os achados da literatura, em que 34,3% dos pacientes internados com COVD-19
apresentaram linfopenia. A literatura interpreta esse achado como um possivel aumento de morte
por lise de linfocitos por infeccdo direta do SARS-Cov-2, ja que os linfocitos apresentam a
expressdo do receptor ECA2 (70). No curso inicial da doenca, onde os sintomas ainda séo

inespecificos, a contagem de linfdcitos e leucdcitos esta dentro da normalidade com discreta
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diminuicdo. Com a avancar da doenca e com sintomas mais pronunciados e com a liberagédo de
mediadores inflamatorios, a linfopenia se torna mais evidente (77). Um estudo na China com 90
pacientes mostrou que, entre os dias 10-12 do inicio dos sintomas, a contagem de leucdcitos estava
diminuida, o que sinalizava uma doenca pré-grave. Ja entre os dias 17-19 do inicio dos sintomas a
contagem de leucdcitos, ainda mais diminuida, relacionava-se com uma fase critica da doenca (16).

Em um estudo comparando pacientes graves e ndo graves com COVID-19 foi constatado que
96% dos pacientes graves apresentaram linfopenia acentuada e cerca de 80% dos pacientes
considerados nao graves também apresentavam a diminuicdo dos linfécitos, mas menos acentuada
como dos pacientes graves. Ainda, dados conjuntos de estudos indicaram a associacdo de
internacdo em UTI e o desenvolvimento da Sindrome do Desconforto Respiratério (SRDA) com
a diminuicéo de linfdcitos (2,7,78).

Porém, dados conflitantes foram demonstrados, em uma comparacdo entre pacientes
considerados graves que evoluiram ao ébito e que nao evoluiram ao ébito, ndo houve diferenca
estatistica em relacdo a linfopenia, ou seja, tanto os pacientes considerados graves que morreram
guanto os que tiveram alta hospitalar apresentaram baixa contagem linfocitaria (79). A linfopenia
também foi proeminente entre pacientes gravemente enfermos com COVID-19 em Washington,
EUA (80,81). Durante a hospitalizacdo, os ndo sobreviventes demonstraram uma deterioracao
mais significativa na linfopenia em comparacao com aqueles que sobreviveram (78). Também foi
relatado que pacientes com doenca grave e desfechos fatais apresentam diminuicdo da relacao
linfocitos/globulos brancos tanto na admissao quanto durante a hospitalizagdo em comparagao com
aqueles que sobreviveram (82,83). Nossos resultados revelam que individuos linfopénicos
apresentam 3 vezes maior risco de o6bito e ainda. Ainda, ressalta que a probabilidade de 6bito

aumenta quanto analisada a relagdo conjunta da linfopenia e marcadores inflamatérios. Portanto,
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individuos linfopénicos e com niveis de citocinas aumentados apresentaram maior risco de ébito,
sugerindo que a contagem de linfécitos pode ser um importante indicador progndéstico na avaliacéo
da evolucéo clinica da COVID-19. Diante dessas evidéncias, € importante destacar a relevancia da
avaliacdo da contagem de linfécitos em pacientes com COVID-19 grave, especialmente aqueles
com fatores de risco para um curso mais grave da doenca, como a idade avancada e doenga cardio-
metabolica. Além disso, os resultados obtidos fornecem informagdes importantes sobre a
fisiopatologia da COVID-19, o que pode contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas e progndésticas mais efetivas.

DescricBes de dados laboratoriais do nimero total de leucocitos, por sua vez, indicam que no
momento da admissdo hospitalar, 33,7% dos pacientes apresentavam a leucopenia, ndo sendo
relatado valores em relacdo a leucocitose (16). Terpos et al. (77) relatam que durante o periodo de
incubacdo do SARS-Cov-2, variando de 1 a 14 dias, e durante a fase inicial da doenca, quando
sintomas inespecificos estdo presentes, a contagem de leucdcitos no sangue periférico é normal ou
discretamente reduzida. No decorrer da doenca a leucopenia foi relacionada com o agravamento
do caso clinico do paciente. Pacientes considerados graves (61,1%) apresentavam-se leucopénicos
em comparacdo com pacientes considerados ndo graves (28,1%) (27). Em um estudo retrospectivo
realizado com o intuito de verificar as alteracbes hematoldgicas durante a hospitalizacao foi
constatado tanto a presenca de leucopenia (68,4%) quanto de leucocitose (61,4%) (84). Nossos
resultados revelam porcentagem mais baixas do que a da literatura quando avaliado o nimero total
de leucocitos, em que 4,1% dos pacientes internados apresentaram leucopenia e 17,3%
apresentaram leucocitose. Na analise conjunta com os mediadores inflamatérios, nenhuma
correlagédo positiva foi encontrada quanto ao aumento do risco de 6bito. Essa avaliacdo pode estar

relacionada ao momento da analise do hemograma do paciente. Nossos resultados estdo baseados
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na primeira coleta apos a internacéo, e ndo fizemos analise sequencial durante a internagéo, devido
as dificuldades no manejo desses pacientes internados com COVID-19 grave.

Em uma metanalise foi demostrado que a trombocitopenia esta significativamente associada a
gravidade da COVID-19, embora haja uma heterogeneidade muito alta entre os estudos, uma
gueda mais consideravel na contagem de plaquetas foi notada especialmente em nao sobreviventes.
A trombocitopenia estava presente em 36,2% dos pacientes admitidos em UTI e em 46,6% dos
pacientes com desfecho primério (admissdao em UTI + ventilagdo mecéanica ou morte), um dos
estudos desta metanalise relatou que 0s casos graves apresentaram trombocitopenia mais frequente
gue 0s casos nao graves e 0s pacientes que necessitaram de UTI apresentaram baixa contagem de
plaquetas quando comparado aos pacientes que ndo necessitaram de UTI. Mas neste mesmo artigo,
um outro estudo, revelou que ndo ocorreram diferencas significativas na contagem de plaquetas
dos pacientes alocados em UTI quando comparados com 0s pacientes que ndo precisaram de UTI.
Entre os pacientes que evoluiram para SDRA também ndo foi constatado nenhuma diferenca
significativa quando comparados com aqueles que ndo evoluiram para SDRA. O mesmo ocorreu
em relacdo 0s pacientes que necessitaram de suplementacdo de oxigénio ndo houve diferenca
quando comparado com 0s que ndo necessitaram (2,7,16,80,81,83,85-87). No presente estudo
observamos relacéo significativa do namero de plaquetas em conjunto com IL-18 no aumento do
risco de 6bito. Por ser um dado isolado, sua relevancia biol6gica pode ser questionada e esse dado
deve ser observado com cautela.

Assim, precisa-se destacar algumas limitacGes do presente estudo. Ndo foram analisados
hemogramas sequenciais durante o internamento para avaliar modificacGes hematoldgicas outras
que as encontradas no momento do internamento. Além disso, nem todos os possiveis fatores de

confuséo foram coletados, como infeccéo secundaria e trauma ou hemorragia anterior a internagé&o.
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De qualquer modo, os resultados aqui apresentados fornecem novas perspectivas sobre o papel
das citocinas no contexto das alteragdes hematoldgicas, principalmente a linfopenia e sua
associacdo com a mortalidade. Essa informacdo em separado ndo é nova, mas nenhum outro
trabalho que tenhamos observado na literatura, avaliou a correlacdo conjunta entre esses dois
fatores altamente prevalentes na COVID-19 grave com a probabilidade de ébito. Desta forma,
nosso trabalho agrega tanto informacao sobre a fisiopatologia da doenca em relacéo as alteracGes
imunes, como também para o desenvolvimento de estratégias de tratamento mais eficazes e

personalizadas.
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9. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos no presente trabalho, foi possivel concluir que:

1.

2.

3.

A populacéo estudada apresentou leucocitose, linfopenia e plaquetopenia;

Alteracdes hematoldgicas ndo foram relacionadas as variaveis idade e IMC;

Individuos que apresentaram leucocitose demostraram correlacdo com o aumento de IL-1f3
e a leucopenia com o aumento da IL-10. Porém néo houve correlagdo entre essas variaveis e

0 aumento do risco de 6bito;

Individuos que apresentaram linfopenia demostraram correlagdo com o aumento de 11-6,
IFNy e IL4 e apresentaram quase trés vezes mais chances de evoluirem a 6bito.

Ainda, quando avaliado em conjunto, linfopenia e mediadores inflamatérios como IL-6, IFN-
v, TNF-a., IL-15, IL-1B e IL-10, foi observado relagdo positivo com maior probabilidade de
morte.

Trombocitopenia teve relagdo com niveis aumentados de IL-10 e IFN-y, sem exercerem
juntas aumento na probabilidade de morte. Somente menor nimero de plaqueta com maiores

niveis de IL-1p foram relacionados com maior risco de morte.
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