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Resumo

A doenca do novo coronavirus, COVID-19, tem levado a morte milhares de
pessoas no mundo. No ambiente pulmonar, o virus utiliza como porta de entrada
o receptor da Enzima Conversora de Angiotensina-2 (ECA-2), presente na
membrana celular do hospedeiro, provocando a morte principalmente dos
pneumdcitos tipo I, o que contribui com a inducdo da resposta inflamatéria. O
dano alveolar difuso, decorrente de uma reacédo inflamatéria intensa, tem sido
observado tanto na infeccdo causada pelo virus associado a Sindrome
Respiratoria Aguda Grave - SARS-CoV-2, (do inglés Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2), assim como € destacado em casos de Influenza A,
subtipo HIN1 pandémico (H1N1pdm0Q9), acarretando quadro de fibrose pulmonar.
Objetivo: Avaliar a expressao tecidual da Interleucina 4 (IL-4), Interleucina 13 (IL-
13) e Fator Transformador de Crescimento - beta (TGF- ), além da presenca de
macréfagos com o fenétipo M2 (Sphingosine-1), no processo de remodelamento
e fibrose, em amostras pulmonares de biopsias post mortem de pacientes que
foram a Obito por COVID-19. Métodos: Foram utilizadas seis amostras de
pulmdes obtidas de bidpsias de pacientes que foram a 6bito por COVID-19 (Grupo
COVID-19), dez amostras de pulmdes de adultos que morreram por infecgcéao
severa decorrente de influenza A, subtipo HIN1pdmO09 (Grupo H1N1) e onze
amostras de pacientes que foram a ébito por causas diversas, sem lesdo pulmonar
(Grupo Controle). Tais amostras foram submetidas a técnica de
imunohistoquimica, a fim de se quantificar a imunoexpresséo das citocinas IL-4,
IL-13, TGF-B, além de se avaliar a quantidade (escore) de macrofagos com
fenotipo M2 (Sphingosine-1) Resultado: Um aumento da imunoexpresséo tecidual
de IL-4 foi identificado no grupo COVID-19 quando comparados ao Grupos HIN1 e
Controle, bem como foi observado um escore significativamente maior de
macrofagos com fendtipo M2 (Sphingosine-1) no Grupo COVID-19, quando
comparado ao Grupo Controle. Nao foram observadas diferencas estatisticamente
significativas na imunoexpressao tecidual de IL-13 no Grupo COVID-19 quando
comparado ao Grupo Controle, porém notou-se que esta interleucina foi
significativamente maior no Grupo HIN1 em relacdo ao Grupo COVID-19. A
imunoexpressao tecidual de TGF-B ndo apresentou diferengas estatisticas ao se
testar os trés grupos. Concluséo: Uma maior imunodetecc¢éo de IL-4 e escore de
macrofagos M2 foram identificados nas amostras pertencentes ao Grupo COVID-19,
indicando que a resposta Th2 poderia estar precocemente ativada. Além de ser
ineficiente no processo de eliminagéo viral, uma vez ativada, esta via induz ao
processo de remodelamento tecidual, com o desenvolvimento de fibrose pulmonar.

Palavras-chave: Dano alveolar difuso; IL-4; IL-13; Fibrose; Macréfagos M2,
SARS-CoV-2; TGF-f;



Abstract

The disease of the new coronavirus, COVID-19, has killed thousands of people
worldwide. In the pulmonary environment, the virus uses the Angiotensin-
Converting Enzyme-2 (ECA-2) enzyme receptor as a gateway, present in the host
cell membrane, causing the death, mainly, of type Il pneumocytes, contributing to
the induction of the response inflammatory. Diffuse alveolar damage, resulting from
an intense inflammatory reaction, has been observed both in the infection,
associated by the Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-
2), as well as it is highlighted in cases of Influenza A, subtype HIN1 pandemic
(HIN1pdmO09), causing lung fibrosis. Objective: To evaluate the tissue expression
of Interleukin 4 (IL-4), Interleukin 13 (IL-13) and, Transforming Growth Factor - beta
(TGF-B), besides to score the macrophages with the M2 (Sphingosine-1)
phenotype, present in the process of tissue remodeling and fibrosis, in pulmonary
samples of post-mortem biopsies from patients who died by COVID-19. Methods:
Six lung samples obtained from biopsies of patients who died by COVID-19
(COVID-19 Group), ten samples of lungs from adults who died from severe
infection due to Influenza A, subtype H1IN1pdmO09 (Group H1N1) and eleven
samples from patients who died from different causes, without lung injury (Control
Group) were analized. The samples were submitted to the immunohistochemistry
technique, to quantify the immunoexpression of IL-4, IL-13, TGF-f3, in addition to
evaluating the score of macrophages with M2 phenotype (Sphingosine-1) Result:
An increase in IL-4 tissue immunoexpression was identified in the COVID-19 group
when compared to the HIN1pdm09 and Control group, as well as a significantly
higher score of macrophages with M2 phenotype (Sphingosine-1) in the COVID-
19 group. , when compared to the Control Group. No statistical difference was
observed for IL-13 in the COVID-19 Group when compared to the Control Group,
but it was noted that this interleukin was significantly higher in the HIN1 Group
compared to the COVID-19 Group. TGF-f tissue immunoexpression did not show
statistical differences when testing the three groups. Conclusion: Greater IL-4
immunodetection and M2 macrophage score were identified as belonging to the
COVID-19 Group, indicating that the Th2 response was activated. In addition to
being inefficient in the process of viral elimination, once activated, this pathway
may induce the early process of tissue remodeling, with the development of
pulmonary fibrosis.

Keywords: Diffuse alveolar damage; IL-4; IL-13; Fibrosis; M2 macrophages;
SARS-CoV-2; TGF-B.
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1.0 INTRODUCAO

Em junho de 2009 o mundo se defrontava com a primeira pandemia do
século XXI causada por um virus respiratério, o influenza tipo A, subtipo
(HIN1pdmO09). Em fevereiro de 2010 o numero de casos estimados pelo Centro
de Controle e Prevencdes de Doencas (CDC) era de cerca de 59 milhdes, com
aproximadamente 12 mil mortes nos Estados Unidos (1). Globalmente, a
estimativa do niamero de o6bitos pelo CDC em 2009-2010 variou de 151.700-
575.400 (2). Onze anos apo6s, o mundo se depara novamente com uma pandemia
promovida por um virus respiratorio, o novo coronavirus intitulado de SARS-CoV-
2 (Coronavirus-2 da Sindrome Respiratdria Aguda Grave, do inglés Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus-2), agente etioldgico da doen¢a denominada
COVID-19 (Doenca do Coronavirus 2019, do inglés Coronavirus Disease 2019)
(3). O ano de 2021 inicia com a pandemia ativa, com um marco de 156.496.592
casos confirmados casos e mais de 3.200.000 6bitos até o fim da 182 Semana do
Calendéario Epidemiolégico do ano de 2021 (4).

Diferentemente do observado com o influenza A (H1N1pdmQ9), o
crescimento do nimero de pacientes acometidos por SARS-CoV-2 se da de
forma exponencial desde o surto até a propagacdo mundial (5). A taxa de
transmissibilidade (R0O) deste virus € reflexo, principalmente, das suas
caracteristicas biolégicas, bem como da suscetibilidade do hospedeiro (6). Esta
taxa (RO) varia de 1,6 a 4,1 (7), ou seja, cada paciente com o diagnostico positivo
para SARS-CoV-2 poderia contaminar em média entre 1 e 4 pessoas, enquanto
0 RO do H1IN1pdmO09 girou em torno de 1,3 e 1,8, justificando a tamanha
disseminagéo da atual pandemia (8).

O novo coronavirus é relatado como pertencente a familia Coronaviridae,
género Betacoronavirus. Possui esta denominagdo devido ao seu formato
particular, semelhante ao de uma coroa com proteinas projetadas em seu
envoltdrio. E composto por um capsideo proteico que envolve o material genético,
representado por uma molécula de RNA de fita simples sentido positivo (SSRNA),
que esta aliado a uma nucleoproteina na proteina da matriz (9). Além da presenca
de varias proteinas em sua superficie, a Proteina Spike-S (Spike proteins), uma
espicula glicoproteica, possui uma alta afinidade com os receptores da enzima

conversora de angiotensina-2 (ECA-2), 0s quais Sao expressos por quase todos
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os tipos celulares do corpo humano, deixando seu hospedeiro muito vulneravel a
infeccdo e ao desenvolvimento da doenca (10).

No que tange ao SARS-CoV-2, a interacdo virus-hospedeiro se inicia com
a etapa de adsorc¢édo no ciclo de replicacao viral (11). Aqui, h4 o envolvimento da
ligacdo de alta afinidade entre a proteina S-Spike de sua estrutura com o0s
receptores da ECA-2, formando um complexo pela interacéo entre a proteina viral
e a ECA-2. Subsequentemente, o complexo é clivado pela protease adjacente, a
serina protease transmembrana do tipo 2 (TMPRSS2), favorecendo a entrada do
virus na célula (12).

Embora haja uma relativa escassez de células portadoras de ECA-2 no
trato respiratorio superior, 0 SARS-CoV-2 infecta e se replica nas células
epiteliais ali presentes (13). Este fendbmeno, no entanto, ndo € observado em
extensao significativa na infeccdo por SARS-CoV (14), o qual possui 79,5% de
identidade de sequenciamento e que também utiliza a ECA-2 como porta de
entrada para infectar seu hospedeiro (15). Além disso, a afinidade que o SARS-
CoV-2 possui com este receptor parece ser substancialmente alta, entre 10 e 20
vezes maior que a exibida por SARS-CoV (12).

No ambiente pulmonar, o0 SARS-CoV-2 infecta preferencialmente os
pneumdcitos tipo Il, dada a expressdo aumentada de ECA-2 nesta célula em
relacdo ao tipo | (11). A célula hospedeira endocita a particula viral, a qual, ao se
ligar a célula hospedeira, compete com a angiotensina Il (Ang Il) pela ligacdo ao
ECA-2. Isto promove uma diminuicdo da atividade do receptor da Ang lI,
resultando em seu acumulo (16). Um dos papéis da Ang Il é a sinalizacdo de
eventos celulares e moleculares que séo considerados criticos na patogénese da
fiborose pulmonar. Nesse contexto, pode-se citar seu papel na proliferagéo,
migracdo e diferenciacdo de fibroblastos para miofibroblastos, os quais sao
capazes de sintetizar alfa-actina de musculo liso (a-SMA) e produzir matriz
extracelular (colageno e fibronectina), por meio de um mecanismo mediado pela
secrecdo exacerbada de fator transformador de crescimento-beta (TGF-f) no
proprio fibroblasto (17).

O virus se replica e acaba por lesionar as células do epitélio pulmonar,
proporcionando a sintese e secrecdo de citocinas pré-inflamatorias, como as
Interleucinas 1 e 6 (IL-1, IL-6) e Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a), podendo

ser assistida por uma resposta fraca da citocina sinalizadora de infec¢cdo por
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patdgenos intracelulares, os Interferons do tipo | (INF a e 8) (18).

Durante uma resposta imune normal frente a uma infeccdo viral,
macrofagos, mondcitos, células dendriticas e neutréfilos expressam uma
variedade de receptores de reconhecimento padrdes (PRRS), identificando
estruturas diferentes, as quais sdo caracteristicas do virus invasor (19). Tais
estruturas moleculares sdo conhecidas como padrées moleculares associados a
patégenos (PAMPs). A ligacdo de PAMPs a PRRs desencadeia o inicio da
resposta inflamatdria contra o virus invasor, resultando na ativacdo de um
processo de sinalizacéo que leva a expressao de fatores de transcricdo indutores
de citocinas pro-inflamatérias, como fator nuclear kappa B (NF-kB), bem como na
ativacdo de fatores reguladores de INF, que medeiam a resposta antiviral
dependente desta Ultima citocina.

Todavia, a COVID-19 pode ser acompanhada de uma resposta
inflamatoria agressiva, em que se observa a liberacdo de uma grande quantidade
de citocinas proé-inflamatérias em um evento conhecido como "tempestade de
citocinas", ou citocinemia. A resposta imune do hospedeiro frente ao virus SARS-
CoV-2 pode ser hiperativada, resultando em uma reacéao inflamatoéria exacerbada
(20) (Figura 1).

A citocinemia resulta em um aumento agudo subito nos niveis circulantes
de diferentes citocinas pro-inflamatorias, incluindo IL-1, IL-6 e TNF- a, as quais
sdo secretadas principalmente por macrofagos teciduais, mastocitos, células
endoteliais e epiteliais. Este aumento de citocinas pode resultar no influxo de
varias células imunolégicas, como macréfagos, neutrofilos e células T no local da
infecgdo, provocando efeitos destrutivos no tecido humano, dentre os quais a
lesdo pulmonar, com destaque na sindrome respiratéria aguda grave (SRAG)
(22).

A resposta imune inata a infeccao de células epiteliais alveolares leva tanto
a sua morte por apoptose ou piroptose, quanto a ativacdo de macrofagos
alveolares. A piroptose consiste em uma forma alternativa de morte celular
mediada principalmente pela enzima Caspase-1, e que tem como processo final
a formacéo de poros em sua membrana (22). A ativagéo proteolitica da caspase-
1 catalisa, subsequentemente, a maturacdo e secrecdo de citocinas pro-

inflamatorias, especificamente Interleucina 1 beta (IL-1B) e Interleucina 18 (IL-
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18), exacerbando a citocinemia (23).

Figura 1. Infeccdo SARS-CoV-2, Tempestade de citocinas

/7 . ; | tAngll lAng1-7
4 sams-Cov-2 | ~/ = trerp
""""" l ECA Il
Tempestade
de Citocinas

exposicao de colageno

Legenda
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Mo COlageno @ Macrofago ‘g Pneumodcito | Receptor ECA2

Ap6s a entrada do virus na via aérea inferior, 0 SARS-CoV-2 passa a infectar principalmente os
pneumdcitos tipo Il. Com a morte destas células, ha liberacdo de citocinas inflamatérias e
recrutamento leucocitario. Em decorréncia de uma resposta inflamatéria exacerbada, ha liberagao
intensa de citocinas pré-infamatérias, dando inicio a um evento denominado de tempestade de
citocinas. Pela proximidade dos capilares alveolares adjacentes, o virus passa a infectar as células
endoteliais. Estas células, por sua vez, sofrem piroptose contribuindo também com a citocinemia.
Desenho esquematico desenvolvido no Biorender pela autora, 2021.

J4, em relacdo a ativacdo dos macrofagos alveolares, tem-se que estes
uma vez ativados tendem a se polarizar no fenotipo M1 inflamatorio e secretam
TNF-a e Interleucina 8 (IL-8), que sé&o quimiotaticos para neutrofilos (12). No caso
da lise celular em decorréncia do final do seu ciclo litico, particulas virais séao
liberadas ao ambiente alvéolo-capilar, promovendo, consequentemente, a
passagem do SARS-CoV-2 para o intersticio e vaso. Ao adentrar no vaso, 0 virus
passa a infectar as células endoteliais, induzindo-as também a piroptose (24).

As alteragbes mencionadas anteriormente estdo intimamente associadas
a ativacdo de células endoteliais vasculares, promovendo o recrutamento de
células leucocitarias, além da sintese e secrecéo de citocinas pro-inflamatorias e

espécies reativas de oxigénio (ERO), as quais contribuem para a promocao de
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vasodilatacdo, aumento de permeabilidade vascular e desenvolvimento de
imunotrombose (12,22).

Uma vez aumentada a permeabilidade vascular, ha exsudacao do plasma
circulante para o intersticio e subsequentemente para a luz alveolar. Com a morte
dos pneumdcitos pela infeccao viral, ocorre exposicao de colageno no assoalho
alveolar. Moléculas do sistema complemento e da cascata de coagulagéo
transudam para dentro dos alvéolos devido ao aumento da permeabilidade
vascular, propiciando deposicéo de fibrina na parede alveolar desnuda, formando
camadas espessas que impedem as trocas gasosas, conhecidas como
membranas hialinas (25). Observa-se ainda a hiperplasia de pneumdcitos tipo Il
no alvéolo, com o intuito de re-epitelizar as paredes alveolares e reconstituir a
barreira alvéolo-capilar. Os quadros previamente relatados caracterizam o dano
alveolar difuso que compde a etapa exsudativa do processo cicatricial (15). O
dano alveolar difuso é o aspecto histopatolégico patognomoénico da SRAG,
observado na fase aguda da infecgéo, e se desenvolve nos primeiros quatro a
sete dias apos a contaminacédo (26—28) (Figura 2).

Os macroéfagos de fendtipo M2 ativados alternativamente sdo induzidos
pelas Interleucinas 4 e 13 (IL-4, IL-13), as quais sao produzidas pelas células T-
helper 2 (Th2) e outros leucocitos, como por exemplo, o mastocito (29). Os
macrofagos sdo reconhecidos por exercerem uma acao anti-inflamatéria, ja que
auxiliam na producédo de citocinas anti-inflamatérias, como a Interleucina 10 (IL-
10) e o antagonista do receptor de interleucina 1 (IL-1Ra). Possuem uma potente
capacidade fagocitica, removendo residuos e células apoptéticas (eferocitose),
além de desempenhar um papel fundamental de reparo do tecido pulmonar,
limitando os niveis de citocinas pro-inflamatérias no espaco celular (30). Esses
macrofagos, bem como as células Th2 proprias, induzem a formacao de cicatrizes
por meio de fibrose, através da secrecédo de fatores de crescimento que estimulam
a proliferacdo de fibroblastos, sintese de colageno e a angiogénese (29,31).

As citocinas que mais estimulam a via Th2 s&o a IL-4 e IL-13, pois
interferem na resposta T-helper 1 (Thl), uma vez que suprimem a ativacdo dos
macréfagos de fenotipo M1, conhecida como ativacao classica de macréfagos. A
supressdo dos macréfagos M1 ocorre, em parte, porque a IL-4 estimula a
producao de citocinas, como o TGF-3, que inibem o desenvolvimento e funcdo de
resposta Thl (29).
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Figura 2. Mecanismo de lesdo pulmonar na COVID-19
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Com a chegada do virus no vaso, ocorre a infeccdo e morte das células endoteliais, com
desnudamento da lamina basal e exposigdo do colageno. Esta exposigdo contribui com o processo
da cascata de coagulagdo intrinseca e subsequentemente com a formagéo de imunotrombose.
Mastécitos presentes no intersticio e regido perivascular secretam mediadores, dentre as quais, a
histamina e a IL-4 (sendo esta secretada tardiamente), atuando no aumento da permeabilidade
vascular. H4 o extravasamento do exsudato plasmético (moléculas do complemento, elementos
da cascata de coagulagdo, fragmentos celulares, fibrina, entre outros) para o intersticio pulmonar
e luz alveolar, acarretando o desenvolvimento de membranas hialinas. Paralelamente, ocorre
hiperplasia de pneumdcitos tipo Il. No canto inferior esquerdo, a imagem evidencia a
imunoexpressdo do anti-SARS-CoV-2 (ab 272504, Abcam, diluigdo 1:800) na membrana dos
pneumdcitos tipo Il com hiperplasia. No canto inferior direito, a imagem demonstra a membrana
hialina no lumen alveolar. Desenho esquematico desenvolvido no Biorender pela autora, 2021.

A IL-4 é a principal citocina do subgrupo Th2 e funciona tanto como uma
indutora quanto como uma citocina efetora dessas células. Funcionalmente, IL-4
induz a diferenciagdo de células T naive para um fendétipo Th2. Também regula a
expressao plasmocitaria de IgE, regulando a proliferacao celular e a expresséao de
varios genes em diferentes tipos de células, como fibroblastos, macrofagos,
células endoteliais e epiteliais. Como mencionado anteriormente, alL-4 conduz a
ativacdo alternativa de macrofagos para fenotipo M2, além de promover a
permeabilidade vascular e apoptose de células endoteliais (32).

Com relacédo as infeccbes virais que atingem o sistema respiratorio, Bot e
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col. (2000) observaram que a expressao de IL-4 durante a infeccdo por um virus
influenza teve efeitos negativos nas células T de memdria CD8 (33). Ja na
pandemia causada pelo SARS-CoV-2, ha estudos de pacientes com COVID-19
que detectaram niveis elevados de IL-4 como parte da tempestade de citocinas
associada a sintomas respiratorios graves (34,35).

Em relacdo a IL-13, tem-se que muitas das acdes observadas por esta
citocina se sobrepbem as da IL-4, uma vez que ambas as interleucinas
compartilham do mesmo receptor, o receptor alfa de interleucina 4 (IL-4Ra) (29).
No entanto, estudos mecanisticos detalhados conduzidos com inibidores de IL-4
e IL-13 em ratos sugerem que a via de sinalizac&o da IL-13 provavelmente atue
como o indutor dominante da fibrose dependente de Th2 em varias doencas
pulmonares crénicas (36,37). Sugere-se também que esta interleucina possa
ativar fibroblastos independente de TGF-B, os quais diferenciam-se em
miofibroblastos liberando componentes de matriz extracelular (MEC) (38).

A persisténcia de macréfagos M2 nos locais da lesdo € uma marca
registrada do desenvolvimento de fibrose e a expressédo estavel de IL-4 e IL-13
promove a secrecdo de TGF- (39). O TGF-B é uma citocina multifuncional que
desempenha um papel fundamental no processo de reparo do tecido apés uma
lesd@o. Trés isoformas de TGF- sdao encontradas em mamiferos: TGF-$ 1, 2 e 3,
sendo que o TGF-B 1 esta predominantemente envolvido na patogénese da
doenca pulmonar fibrética (15).

No contexto da lesdo as células epiteliais pulmonares e da exposicao da
membrana basal do septo alveolar, ha acumulo de TGF-B, que induz o
recrutamento de fibroblastos, que podem se diferenciar em miofibroblastos
capazes de sintetizar SMA, que por sua vez promovem uma contragao irreversivel,
caracteristica importante da fibrogénese, além da produgéo de MEC (colageno le
[l principalmente e fibronectina) (11).

A proliferacéo excessiva de miofibroblastos e deposicéo de MEC interrompe
a arquitetura normal dos alvéolos pulmonares. Acredita-se que um nimero maior
de miofibroblastos atuem no reparo anormal e na remodelacao pulmonar (40).

Na fibrose induzida por infec¢éo viral pulmonar, o estresse oxidativo esta
evidente nas células epiteliais, estimulando também a producéo e a liberagcéo de
TGF-, causando migragao, proliferacao, ativacao e diferenciagao miofibroblastica

de fibroblastos. O acumulo anormal dessas células reflete no processo de
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remodelacéo das vias aéreas. Além disso, a expressdo de colageno induzida por
Ang Il € dependente de TGF-[3, que subsequentemente induz ao acumulo de MEC
(11). Nesse cenério, os fibroblastos ativados induzem mais lesGes e morte das
células epiteliais alveolares, criando desse modo um circulo vicioso de interacdes
entre fibroblastos e células epiteliais pro-fibréticas nutridas por TGF-B, levando a

formacdao de tecido cicatricial ndo funcional (Figura 3) (40).

Figura 3. Remodelamento tecidual
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Com a persisténcia da resposta infamatéria, ha o mecanismo de remodelamento tecidual, induzido
pela ativacdo de macréfagos (M2). Este processo é resultante da ativacdo de linfécitos T CD4+
auxiliares que se diferenciam em subgrupos, dentre eles os linfécitos T- helper 2. Juntamente com a IL-
4, a IL-13 induz a ativagao alternativa de macréfagos M2 que leva a formagdo de fibrose por meio da
secrecdo de fatores de crescimento, como o TGF-f3, estimulando a proliferagdo de fibroblastos e a
sintese de colageno. A imagem no canto inferior direito exemplifica a fibrose no ambiente alveolar do
pulmao. Desenho esquematico desenvolvido no Biorender pela autora, 2021.

Estudos tém demonstrado uma relacéo ténue de pacientes acometidos por
COVID-19 e fibrose pulmonar (11,15). O desenvolvimento e a progressdo da
SRAG e a organizagao e reparo tecidual terminal do dano alveolar difuso com
remodelamento e fibrose parecem estar estreitamente relacionados a tempestade

inflamato6ria de citocinas, bem como ao desequilibrio do sistema renina-
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angiotensina (SRA) (11,41). A destruicdo celular macica provocada pelo SARS-
COV-2 levaria a uma exacerbacéo de citocinas devido a ativacdo de macréfagos
e um atraso no recrutamento de células linfocitarias, desencadeando uma resposta
pobre em linfécitos (42). Com a persisténcia da agressao inflamatoria, é
desencadeada a fase proliferativa da resposta imunologica, que tem como objetivo
restaurar a homeostase tecidual com remodelamento e fibrose (43).

Questdes ainda nao esclarecidas se referem a compreensdo do
comportamento da expresséao de citocinas, que leva a COVID-19 de doenca leve
a letal como resultado de uma disfungéo imunologica.

Com a persisténcia da resposta inflamatoria, ha o mecanismo de reparo
tecidual, induzido pela ativacdo de macréfagos M2, resultante da ativacdo de
linfécitos T CD4+ auxiliares que se diferenciam em subgrupos, dentre eles os
linfécitos Th2. As funcdes das células Th2 sdo mediadas por IL-4, citocina esta que
age como indutora e efetora dessas células. Juntamente com a IL-4, a IL-13 induz a
ativacéo alternativa de macréfagos M2 que leva a formacéo de fibrose por meio da
secrecédo de fatores de crescimento, como o TGF-f3, estimulando a proliferagcéo de
fibroblastos e a sintese de colageno.

Por essa razdo, o presente trabalho analisou seis casos de bidpsias de
pacientes que vieram a Obito por COVID-19, visando a compreensdo do
comportamento da via IL-4/IL-13/TGF-, bem como dos macré6fagos com fen6tipo
M2, associados ao processo de remodelamento tecidual pulmonar nas formas
graves desta doenca. Entender o mecanismo pressuposto que leva a doenca da
COVID-19 de leve a grave, como resultado de uma desregulacdo de citocinas e
da disfungdo imune, é um requisito fundamental para identificar um possivel
tratamento para pacientes em estado critico que seja eficiente em minimizar a
fibrose pulmonar terminal, a fim de propiciar menor morbidade aos pacientes

recuperados.
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2.0 OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel das citocinas IL-4, 1I-13, TGF- e macréfagos com o
fenétipo M2 (Sphingosine-1), presentes no processo de remodelamento tecidual,
em amostras pulmonares de bidpsias post mortem de pacientes que foram a oObito
por COVID-19.

2.1 Objetivos Especificos

e Caracterizar as amostras estudadas de acordo com o género e faixa
etaria;

e Avaliar a imunoexpressao tecidual das citocinas IL-4/IL-13/TGF- 3
em amostras pulmonares parafinadas dos pacientes que foram a
Obito por COVID-19;

e Avaliar a quantidade de macrofagos com fenétipo M2 (Sphingosine-
1) em amostras pulmonares parafinadas dos pacientes que foram a
Obito por COVID-19;

e Comparar os resultados obtidos acima com amostras de pacientes
gue foram a 6bito por influenza A, subtipo HIN1pdmO09.

e Comparar os resultados obtidos acima com amostras de pacientes

gue foram a 6bito por outras causas sem lesdo pulmonar (Controle).
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3.0 METODOLOGIA

3.1 Grupo COVID-19

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité Nacional de Etica
em Pesquisa (CONEP) pelos niumeros 3.944.734 / 2020 (Anexo 1). A metodologia
foi realizada de acordo com as diretrizes e regulamentos relevantes. Os
representantes legais dos pacientes assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE).

3.1.1 Amostras pulmonares do Grupo COVID-19

As amostras pulmonares post mortem sao provenientes de pacientes que
foram a Obito por COVID-19 (grupo COVID-19) durante a internacdo na Unidade
de Terapia Intensiva (UTI) do Hospital Marcelino Champagnat em Curitiba, Brasil,
nos meses de marco e abril de 2020, bem como os seus dados clinicos. Durante
este periodo 9 pessoas morreram pela doencga, 6 amostras foram coletadas, as

quais foram utilizadas neste trabalho (Figura 4).

Figura 4. Fluxograma das amostras de COVID-19.

9 6bitos

6 amostras 3 obitos

2 amostras Impossibilidade de

4 amostras - género: feminino coleta
- género: masculino 71-85 anos
-53 e 86 anos

No periodo de margo e abril de 2020, 9 pessoas foram a 6bito por COVID-19 (em verde). Destes 9
Obitos foram coletadas 6 amostras, as quais foram utilizadas na presente pesquisa (em azul). Em
vermelho, o numero de Obitos em decorréncia a COVID-19, porém ndo utlizadas por
impossibilidade de coleta. Desenvolvido pela autora, 2021.
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O teste para COVID-19 foi feito em Swabs nasofaringeos adquiridos
durante o periodo de internacéo, a fim de se realizar a Reacdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real (RT-gPCR). A amplificacdo do genoma viral foi
efetuada com o kit Invitrogen SuperScript ™ III Platinum® One-Step gRT-PCR
(nimero Catalogo: 11732020, Massachusetts, Estados Unidos), positivos para
SARS-CoV2.

As amostras do referido grupo foram obtidas no leito da Unidade de
Terapia Intensiva (UTI) a partir de uma técnica de necropsia minimamente
invasiva, ou seja, uma minitoracotomia anterior esquerda com resseccdo de
segmento do lobo superior esquerdo. As pecas mediam aproximadamente 3x3
cm. Subsequentemente, estas pecas foram acondicionadas em um frasco
contendo formaldeido a 10% para posterior emblocagem em parafina, com a
finalidade de se realizar coloracdes histologicas e ensaios de imunohistoquimica.

Critérios de inclusado e exclusédo foram definidos a fim de se possibilitar o
estabelecimento do perfil dos pacientes que adoeceram e foram a Obito por
COVID-19 (Figura 5).

Figura 5. Fluxograma com critérios de incluséo e excluséo
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Desenvolvido pela autora, 2021.
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Dados demograficos, comorbidades existentes, medicamentos de uso
continuo, bem como exames laboratoriais e de imagens foram anotados e
avaliados.

Também foram coletados dados clinicos e infecciosos durante o periodo
de internamento em decorréncia a infec¢cdo viral. O tempo de sobrevida foi
definida como o periodo compreendido entre o internamento/diagnostico e o

obito.

3.2 Grupo HIN1

A coleta de amostras foi realizada em acordo com Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Pontificia Universidade Catdlica do Parana, registro nUmero
2.550.445/2018 (Anexo 2). A metodologia foi realizada de acordo com as diretrizes
e regulamentos relevantes. Os representantes legais dos pacientes assinaram o

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

3.2.1 Amostras pulmonares do Grupo HIN1

O Grupo HIN1 é composto por amostras de pulmdes de pacientes cuja
causa de morte foi a infeccéo respiratéria aguda grave causada pelo influenza A,
subtipo HIN1pdmO09 (n = 10). Os pacientes foram testados por meio da técnica de
RT-gPCR (técnica similar a do grupo COVID-19), sendo possivel a tipagem
positiva para HIN1pdmOQ9.

As amostras deste grupo foram obtidas a partir de uma técnica de
necropsia minimamente invasiva, ou seja, uma minitoracotomia anterior esquerda
com resseccao de segmento do lobo superior esquerdo. As pecas mediam em
torno de 3x3 cm. Estas pecas foram acondicionadas em um frasco contendo
formaldeido a 10% para posterior emblocagem em parafina.

Os fragmentos de pulmdes acondicionados em blocos de parafina sao
provenientes do banco de amostras teciduais parafinadas de necropsias do
Hospital das Clinicas (HC) de Curitiba.

Dados como género e idade dos pacientes foram obtidos por meio de uma
pesquisa direta nos laudos de necropsias. O tempo de sobrevida foi definida como

o periodo compreendido entre o internamento/diagndstico e o oObito.
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3.3 Grupo Controle

A coleta de amostras foi realizada em acordo com o projeto aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Pontificia Universidade Catélica do
Parand, registro namero 2.550.445 / 2018. A metodologia foi realizada de acordo
com as diretrizes e regulamentos relevantes. Os representantes legais dos
pacientes assinaram o0 consentimento do exame de necropsia com termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) para utilizacdo de amostras em

pesquisas cientificas.

3.3.1 Amostras pulmonares do Grupo Controle

O grupo Controle (n = 11) € composto por amostras post mortem
pulmonares provenientes de necropsias de pacientes que tiveram como causa de
morte doenca cardiovascular e neoplasica, nao relacionados a lesdes pulmonares.
Os fragmentos de pulmfes sédo provenientes do banco de amostras teciduais
parafinadas de necropsias do Hospital das Clinicas (HC) de Curitiba. Estas pecas
foram acondicionadas em um frasco contendo formaldeido a 10% para posterior
emblocagem em parafina.

Dados como género e idade dos pacientes foram obtidos por meio de uma
pesquisa direta nos laudos de necropsias. O tempo de sobrevida foi definida como
o periodo compreendido entre o internamento/diagnostico e o 6bito.

3.4 Analises Histoldgicas

Os padrbes anatomopatolégicos encontrados nas amostras do presente
estudo foram revisados em laminas coradas em hematoxilina e eosina H&E (Harris
Hematoxilina: NewProv, Cod. PA203, Parana, BR; Eosina: BIOTEC Reagentes
Analiticos, Cod. 4371, Parana, BR).

3.5 Técnica de Imunohistoquimica

A técnica de imunohistoquimica foi utilizada com a finalidade de identificar
a imunoexpressao de IL-4, IL-13, TGF-B e Sphingosine-1 (macréfagos M2)
(Tabela 1).

26



Tabela 1. Dados dos anticorpos utilizados.

Antibody Type Clone/Code | Dilution Source Species Reactivity RRID
Anti-Sphingosine-1 | Polyclonal/Rabbit | Ab71700 1:200 Abcam Human, Rat, Mouse* | AB_1270891
Anti-I1L-4 Polyclonal/Rabbit | PA5-25165 1:200 | Thermo Fisher Human, mouse? AB_2542665
Anti-IL-13 Polyclonal/Rabbit P130-E 1:600 ThermoFisher Human?® AB_ 223471
Anti-TGF Polyclonal/Rabbit E11262 1:200 Spring Human* -*

Ihttps://www.abcam.com/sphk1-antibody-ab71700.html,
2https://www.thermofisher.com/antibody/product/PA5-25165.htmI?CID=AFLAGPA525165

3https://www.thermofisher.com/antibody/product/P130E.htmI?CID=AFLAG-P130E

“http://www.imtec.be/files/images/Spring%20Bio%20catalogus%20-%20imtec.pdf

* Nao ha um RRID uma vez que o fabricante (Spring) foi vendido para a empresa Abcam.

O ensaio de imunohistoquimica preconizou um protocolo de incubacéo dos
anticorpos primarios em camara umida, com temperatura entre 2 e 8° C, overnight.
O polimero secundério (Reveal Polyvalent HRP-DAB Detection System, Spring
Bioscience, Pleasanton, CA) foi aplicado no material testado por 25 minutos em
temperatura ambiente. A revelacdo da técnica se deu com a adi¢cdo do complexo
2, 3, Diaminobenzidina + substrato peréxido de hidrogénio, por tempos suficientes
para o desenvolvimento da cor castanha, seguida de contra-coloracdo com
Hematoxilina de Harris. Os resultados foram confirmados pela reatividade de um
controle positivo, onde uma amostra tecidual com imunoexpressao sabidamente

positiva para o anticorpo foi alocada juntamente com as amostras testadas.

3.6 Analises das citocinas IL-4, IL-13 e TGF- B

As laminas imunomarcadas com IL-4, IL-13 e TGF-B foram escaneadas
com o auxilio do Scanner de laminas Axio Scan.Z1 (Zeiss, Jena, Alemanha) e
entdo submetidas a geracao de dez campos de grande aumento (CGA = objetiva
de 40X) pelo software ZEN Blue Edition (Zeiss, Jena, Alemanha). As analises foram
realizadas de modo cego, sendo as imagens geradas, obtidas de regides amostrais
aleatdrias, sem a interferéncia de um observador. A mensuracdo das areas de
imunoexpressao foi realizada com a assisténcia do software Image Pro-Plus
versao 4.5 (Média Cybernetics, Rockville, MD).

De cada CGA, foi realizada a mensuracado das areas de imunoexpresséo,
com o emprego de um método de segmentacdo semiautomatizada por cores, na

qual as areas imunopositivas dos biomarcadores em questao foram artificialmente
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delimitadas e quantificadas (Figura 6). Posteriormente, o valor expresso em
micrémetros quadrados (um?2) foi dividido pelo valor de sua respectiva area de
tecido total e convertido em um valor percentual. Foram, entdo, calculados os
valores de média aritmética dos dez CGA de cada paciente e os resultados obtidos

foram planilhados no Excel para posterior analise estatistica.

Figura 6. Analise morfométrica

Composicdo de imagens demonstrando os processos da segmentacdo semiautomatizada por
cores. A: Imagem de uma lamina imunomarcada com anti-IL-4 digitalizada. B: Imagem da é&rea
imunopositiva delimitada com o auxilio do Programa Image Pro Plus. C: Imagem cuja area total foi
delimitada artificialmente, com o intuito da quantificacdo do seu valor. Imagens de Seigo
Nagashima, 2021.

A}

3.7 Escore de Allred

As laminas imunomarcadas por Sphingosine-1 foram observadas em
microscoépio 6ptico BX50 (Olympus, Téquio, Japao) e lidas em dez CGA onde 0s
macréfagos M2 receberam um escore, por meio do método de pontuacado
conhecido como Escore de Allred. Este método avalia a proporcao e a intensidade
de positividade celular. A analise semiquantitativa foi obtida pela soma de dois
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escores (proporcéo e intensidade de positividade), variando de 0 a 8. O escore da
proporc¢ao foi subdividido de acordo com o percentual de imunoexpressao celular,
em que pontuacao celular poderia ser: pontuacdo 0: 0%; pontuacédo 1: <1%;
pontuacgao 2: 1-10%; pontuacéo 3: 11-33%; pontuacéo 4: 34-66% e pontuacao 5:
> 66%. Ja a intensidade da positividade foi avaliada em: negativa - pontuacao O;

fraca - pontuacéo 1; moderada - pontuacéo 2 e forte - pontuacéo 3 (Figura 7).

Figura 7. Escore de Allred
Escore de Allred

Pontuacéo
proporcional

A

Proporcao de
intensidade

B A(0-5)+B(0-3)

Negativo Moderado Forte

Esquema ilustrativo representando a metodologia adaptada para o Escore de Allred. A cor
verde indica as células negativas para imunoexpressao de determinado anticorpo, enquanto
as cores, amarela, cinza, cinza escuro e preto identificam células coradas em diferentes
intensidades. A: pontuacéo proporcional; 0: auséncia de expressao da proteina analisada; 1:
1% das células com expresséao positiva para a proteina analisada; 2: 1-10% das células com
expressado positiva para a proteina analisada; 3: 11-33% das células com expressao positiva
para a proteina analisada; 4: 24-66% das células com expressdo positiva para a proteina
analisada; 5: >66% das células com expressdo positiva para a proteina analisada; B:
proporcdo de intensidade; negativo: auséncia de expressdo da proteina; fraco: expressao
fraca da proteina; moderado: expressao moderada da proteina; forte: expressao forte da
proteina. Fonte: adaptado de Choudhury et al., 2010.

3.8 Analise Estatistica

A comparacéo das variaveis quantitativas dos grupos foi realizada por meio
do teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis. Para avaliacdo de grupos dois a dois
foi utilizado o teste u de Mann-Whitney. Para as varidveis demograficas foi
utilizado o teste t de student. Valores de p <0,05 indicaram significancia estatistica
nos testes mencionados acima. Os dados foram analisados com o auxilio do
software IBM SPSS Statistics v.20.0. Armonk, NY: IBM Corp.
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussédo do presente trabalho estdo apresentados na
revista Scientific Reports, indexada 2045-2322, Qualis A1, Scimago Q1, Fator de
Impacto 3.998 (2019). O artigo se encontra disponivel em:
https://www.nature.com/articles/s41598-020-75659-5
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IL-4/IL-13 remodeling pathway
of COVID-19 lung injury

Caroline Busatta Vaz de Paula® ", Marina Luise Viola de Azevedo?, Seigo Magashima®,

Ana Paula Camarga Martins?, Mineia Alessandra Scaranelle Malaguias?,

Anna Flavia Ribeiro dos Santes Miggiolare®, Jarbas da Silva Motta lonior', Gibran Aveling?,
Leticia Arianne Panini de Carmo®, Lucas Baena Carstens® & Lucia de Noeronha™?

The COVID-19 fatality rate is high when compared to the HIN1pdm09 (pandemic Influenza A vins
H1M1 subtype) rate, and although both cause an aggravated inflammatory response, the differences
in the mechanisms of both pandemic pneumonias need clarification. Thus, our goal was to analyze
tissue expression of interleuking &; 13, {IL-4, IL-13), transforming growth factor-beta (TGF-B), and

the number of M2 macrephages (Sphingesine-1)in patients who died by COVID-19, comparing with
cases of severe pneumepathy caused by H1M1pdm8, and a control group withowt lung injury. Six
lunig biopsy samples of patients who died of SARS-CoV-2 (COVID-19 group) were used and compared
with ten lung samples of adults who died from a severe infection of HLIN1pdm09 (H1IN1 group) and
eleven samples of patients who died from different causes without lung injury (CONTROL group). The
expression of IL-4; IL-13, TGF-B, and M2 macrophages score (Sphingosine-1) were identified throwgh
immunaohistochemistry (IHC). Significantly higher IL-4 tissue expression and Sphingosine-1in M2
macrophages were observed in the COVID-19 group compared to both the HINL and the CONTROL
groups. A different mechanism of diffuse alveolar damage [DAD) in SARS-CoV-2 compared to
H1M1pdmi(9 infections were observed. IL-& expression and lung remodeling are phenomena observed
in both SARS-CoV-2 and HLN1pdm09. However, SARS-CoV-2 seems to promote lung damage through
different mechanisms, such as the scarce participation Th1/Thl7 response and the higher participation
of the Th2. Understanding and managing the aggravated and ineffective immune response elicited by
SARS-CoV-2 merits further clarification to improve treatments propose.

[ June 2009, the world was facing the first pandemic disease of the twenty-first century caused by a respiratory
virus, the pandemic Influenza A virus HIND subtype (HIN1pdm09). In February 2000, the number of cases
estimated by the Center for Disease Control and Prevention (CDC) was around 59 million, with approsimately
12 thousand deaths’. Eleven years later, the world s faced again with a pandemic disease called COVID-19 once
e caused by another respiratory virus, the SARS-CoV-2 new coronavirus®. Until June 15 of 2020, the favality
rate would be 5.4%°. In comparison, the mortality rate of HIN1pdm09 infection was less than 1%%.

Critical state COVID-19 patients require the wse of mechanical ventilation®, and a study reported that about
9o 11% of hospitalized patients, mainly elderly, required mechanical ventilation due to complications®. Severe
conditions can lead to acute respiratory distress syndrome (ARDS) with diffuse alveslar damage (DAD]) char-
acterized interstitial sepial edema and hyaline membrane in the acute phase and the proliferation of fibroblasts
and sepial fibrosis in the chronic remodeling phase®.

The inflammatory cytokine storm described in COVID-19 appears to be dosely rdated 1o the development
and progression of ARDS. The masaive cell destruction caused by SARS-CoV-2 would exacerbate cytokines
redeasing due to the activalion of macrophages and a delay in the recruitment of TCDE* lymphocytes, triggering
an inadequate Thl response™ "',

The DAD fibrotic phase is understond as a repair mechanizm induced by the activation of M2 macrophages
triggered by Th2 response and TCDA" lymphocytes. Th2 cell's functions are mediated by interleukin 4 {IL-4),

tschool of Medicine, Postgraduate Program of Health Sciences, Pontificia Universidade Catdlica do Parans-PUCPR,
Rua Imaculada Conceigda, 1155 - Prado Velho, Curitiba, PR, Brazil. ‘Laboratory of Experimental Pathology,
School of Medicine, Pontificia Universidade Catdlica do Farand-FUCPR, R Imaculada Conceigdo, 1155 - Prado
Welha, Curitiba, PR, Brazil. "Hospital Marcelino Champagnat, Schaol of Medicine, Pontifical Cathalic University of
Parana-PUCFR, R. Imaculada Conceiglo, 1155 - Prade velha, Curitiba, PR, Brazil. *School of Medicine, Pontificia
Universidade Catélica do Parana-PUCFR, R. Imaowlada Conceigdo, 1155 - Prado Velho, Curitiba, PR, Brazil. - email:
carclbvazr@gmail.corm
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which activates interleukin-13 {IL-13). Both interleukins differentiate M2 macroplages with consequent fibrosis
and release growth factors, such as the transforming growth factor-beta (TGE-fi4.

In the absence of proven effective treatment for COVID-19, current therapy consisis of supportive care.
Besides, marry patients have received off-label medications, induding antiretrovirals, antiparasitic, anti-inflam-
muatory drugs, and convalescent plasma™.

In this paper, post-mortem biopsies of COVID-19 patients were compared to patients who died of
HIN1pdm09 and the control group to understand the role of [L-14, IL-13, TGF-§, and M2 macrophages
recruitment in the cytokine storm and DAD pathogenesis in arder to analyze the remodeling phase and its
comorbidities.

Therefore, we sought to evaluate the histopathobagical and physiological differences between SARS-CoV-2
and HIN1pdm09, observing cytokines expression to understand the mechanism leading to COVID-19 from
mild to lethal disease as a resuli of immune dysfunction, thus being a requirement to identify possible treatments
for critical disease.

Methods
Ethical approvals. The presented study was approved by the Mational Research Ethics Committes (Con-
selho Macional de Frica em Pesquisa—CONEP), protocol number 3.944.734/2020, and 2.550.445/2018. The
authors confiem that all methods were carried out following relevant guidelines and regulations.

Families permitted the post-mortem biopsy of the cases of COVID- 19, HIN1pdmd, and CONTROL groups;
and signed the informed consent forms.

Samples were not obtained from prisoners, and the sample collection followed all relevant ethics and safery
prodocals.

Samples. Clinical data were obtained from medical records during hospitalization in the Intensive
Care Undt (ICU) at the Hospital Marcelino Champagmat in Curitiba, Brazil (n=6). Testing for COVID-19
was performed on nasopharyngeal swabs taken during [CU hospitalization, and the performed Real-Time
Polymeraze Chain Reaction [ET-gPCR). The viral genomes amplification was performed with the Invitrogen
SuperScript™TIT Platinum One-Step qRT-PCR Kit (Catalog number: 11732020, Waltham, MA), were positive
for SARS-CoV-2.

The pandemic HIN1 group consists of lung samples from patients whose cause of death was HIN1pdmo9
severe acule respiratory infection (n = 10) during the 2009 pandemic. The patients were tested through the fresh
samples of lung post-mortem biopsies, and the performed gRT-PCR (2 similar technigue to that of the COVID-
19 group) was positive for HIN Ipdmid.

The CONTROL group (n=11) was composed of necropsy lung samples of patients who died due 1o cardio-
vascular and neoplastic disease, not involving lung lesions. The age of the CONTROL group ranged from 18 to
60 years, with mainly male patients, siilardy to the pandemic HIN1 and COVID-19 groups.

A minimally invasive lung post-martem biopsy was performed through a left anterior mini-thoracotomy
with upper lefi lobe lingular segment resection. The resected pleces were 32 3 cm.

Histological and immunchistochemistry analysis. The lung samples provided by post-mortem
biopsy were formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) and stained with hematoxylin and eosin—HE&E (Harris
Hematoxylin: NewProv, Cod. PA203, Pinhais, BR: Eosin: BIOTEC Reagentes Analiticos, Cod. 4371, Finhais,
BR). The immunohistochemistry technique was used to identify the expression of the [L-4, IL-13, TGF-§, and
Sphingosine-1 for M2 macrophages scoring (Table 1).

The replication of the experiment does not apply to the immunochisiochemistry technique. The result is
confirmed by the positivity of positive control, a sample known to be positive for a specific antibody allocated
together with the patients samples (lung sample with respiratory syncytial virus (RSY) pneumonia, skin sample
with dermatosis, and hyperplastic lymph node).

The IL-4, IL-13, and TGF-beta slides were scanned with Axio Scan Z1 Scanner (ZEISS, Jena, Germany],
and then ZEN Blue Edition (ZEISS, Jena, Germany) utilized to randomly generate the ten high-power fields
[HPF=40X objective). The analysis was blind once the images were randomly generated by the sofiware, with no
imvestigator's interference. The immunopositivity areas were measured by the Image-Pro Plus software version
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Table 2. Comparison between COVID-19, HIN1, and CONTROL groups sacconding to clinical findings and
pathology features. *Averages/ median (Min-Max). *Tissue expression in percentage per HPE Allread score in
10 HPE. DAD diffuse alveolar damage. * p-values obtained were compared between COVID-19 versus HIN1.
** p-values obtained were compared between COVID-19 and CONTROL group; p-values were performed
using the non-parametric Mann-Whitney test {p<0.05).

4.5 (Media Cybernetics, Rockville, MDY). Subsequently, these areas were converted info percentages to enable
statistical analysis.

The Sphingosine-1 slides were also used to highlight M2 macrophages in ten HPFE. The images were chosen
ranidomly from the septum and lumen alveolar, where the M2 macrophages were scored using the modified All-
red score method. The semiquantitative analysis was obtained by summing two scores (proportion and intensity
of positivity), ranging from 0 to 8. The proportion score is subdivided according 1o the percentage of stained
cells: score 0—0r% stained cells, score 1—< 1%, score 2—1-10%, score 3—11-33%, score 4—34—-66% and score
55— 66%. While the intensity of positivity is evaluated: negative—score 0, weak—ascore |, moderate—score 2,
and strong—score 3.

Statistical analysis. The comparison of the quantitative vartables of the two groups was performed using
the non-parametric Kroskal Wallis vest. Values of p<0.05 indicated statistical significance. The data were ana-
Iyzed using the [BM 5PS5 Statistics v.20.0 software. Armonk, NY: [BM Corp.

Results

Clinical characteristics of the COVID-19 (n=8), HINI {n=10), and CONTROL (n = 11} groups as gender, age,
time from hospitalization to death, comaorbidities, histopathological patterns, and the tissue expression of IL-4,
[L-13, TGF-B, and M2 macrophages score are listed in Table 2.

Tissue expression comparison of [L-4, IL-13, TGF-§, and the macrophages (Sphingosine-1) score of the
COVID-19and HINI groups are shown in Fig. | and Table 1. The COVID-19 group presents statistically signifi-
cant higher tissue expression of IL-4 compared i HINI (p=0.003) and CONTROL groups (p=0.05, borderline).
The HINIT group presents a statistically significant higher tissue expression of IL-13 compared to COVID-
19 (p=0.007). Mo statistically significant differences between COVID-1% and CONTROL groups are shown
(p=0.07). The TGE-p tissue expressbon did not present statistical significance differences when all three groups
were tested (p=0.51 and p=0.75, respectively). The M2 macrophages score was statistically significanily higher
in the H1NI group compared to the COVID-19 group (p=0.05). When the COVID-19 group was compared
to the CONTROL group, the former shows M2 macrophages score statistically significantly higher (p= 0001}

Figure I demonstrates the lung tissue expression of [L-4, IL-13, and Sphingosine-1 (M2 macrophages) in all
the COVID-1% and HIN1 patients. The [L-4 is consistently higher in COVID-1% patients when compared to
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Figure 1. Graphics are showing tissue expression of IL-4, 1L-13, TGF-B (percentage per HPF) and M2
macrophages Allred score of COVID-19 and HIN1 groups. Photomicrography is showing alveolar macrophages
(arrows) expressing IL-4, IL-13, TGF-B, and Sphingosine-1 (M2 macrophages phenotype) in both groups.
Asterisks are showing rests of hyaline membrane forming fibrin plugs (IL-4 and 1L-13) and alveolar lumens
(TGF-§ and Sphingosine-1).

HINI, even if considering different times from hospitalization to death. A contrary result was found for IL-13
and Sphingosine-1.

Discussion

Regarding the population analyzed, our findings support the literature that shows age as a risk factor and
describes comorbidities associated with the severe form of COVID-19 and fatal outcomes'*'°. Although we have
not found a statistical difference in gender distribution, male patients were prevalent (66.6%) in the COVID-19
group (as well as in the HINI group =80%). The COVID-19 and HIN1pdm09 are different pandemic diseases
concerning their demographic risk groups, pathophysiology mechanisms, and coinfection prevalence. Contrary
to HIN1pdm09, COVIDI9 lethality is concentrated in older than 65 years of patients-following long periods
of mechanical ventilation. ‘Iheretore, it is dithcult to discard the intluence of age, strength and duration of
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been actively used since it combats coagulopathies, which are most likely caused by the immune system decom-
pensation when facing COVID-197

Since severe COVID-19 can lead 1o DAD, which has the potential of developing septal fibrosis, recovering
patients meay have an impairment of their lung functions, directly affecting their Life quality. Considering that it
is an irreversible condition, the use of monoclonal antibodies aimed at inhibiting Th2 cytokines could be used
as a treatment for COVID-149.

Summarizing, although HIN1pdm09 activates the Th2 response, iis pathogenesis seems to be strictly linked to
the Thl/Thi7 responses. In contrast, SARS-CoV-2 seems to promote lung damage through different mechanisms,
such as the scarce participation Th1/Th17 response, and the higher participation of the Th, when combined.
might be inefficient for viral clearance. Thus, the understanding and management of the aggravated and ineffec-
tive immune response elicited by SARS-CoV-2 merit further darification.

Data availability
All data generated or analyzed during this study are included in this published article.
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5.0 CONCLUSAO

No que diz respeito a caracterizagdo demografica das amostras estudadas,
observa-se que, embora ndo haja significancia estatistica, individuos do sexo
masculino foram mais acometidos pela COVID-19 e Influenza A (HIN1pdm0Q9). A
faixa etaria do Grupo COVID-19 se demonstrou maior em relagdo aos demais
grupos, sendo que a idade avancada € um fator de risco para as formas graves da
COVID-19.

No que se concerne a imunoexpressao da IL-4, tem-se que este
biomarcador apresentou resultado significativamente maior no Grupo COVID-19
em relacdo aos outros grupos testados, sendo aproximadamente 15 vezes maior
em relacéo ao Grupo H1N1 e praticamente 3 vezes maior que no Grupo Controle.

N&o foi observada diferenca estatistica da IL-13 no Grupo COVID-19
quando comparado ao Grupo Controle, porém notou-se que este biomarcador foi
significativamente maior no Grupo H1N1 em relag&o ao Grupo COVID-19.

A imunoexpressdo tecidual de TGF-B nao apresentou diferencas
estatisticas ao se testar os trés grupos.

Ao se avaliar o escore dos macréfagos com fenotipo M2 (Sphingosine-1),
verificou-se escores significativamente maiores no Grupo COVID-19 se
comparados ao Grupo Controle. Além disso, o Grupo H1N1 apresentou escores
significativamente maiores que o Grupo COVID-19.

Os achados do presente estudo pressupdem que a via Th2 esteja ativada,
uma vez que se denota um aumento da quantidade de macro6fagos com fenétipo
M2. Estas células séo ativadas por intermédio de IL-4, a qual estd amplamente
estimulada no Grupo COVID-19.

Embora a imunoexpressdo de TGF-B nado esteja significativamente
aumentada, a existéncia de fibrose imatura em pacientes pertencentes ao Grupo
COVID-19, com intensa proliferacdo de fibroblastos, prediz que este fator de
crescimento esteja participando ativamente do processo de remodelamento

tecidual.
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6.0 CONSIDERACOES FINAIS

A pandemia de SARS-CoV-2 é JUnica, tendo em vista algumas
peculiaridades do virus que vao desde a alta afinidade da proteina S com os
receptores ECA-2, amplamente expressos nas células do corpo humano, a sua
alta transmissibilidade e a susceptibilidade dos hospedeiros, além da intensidade
excepcional da resposta imune frente a infeccéo.

Nesse sentido, este estudo se concentrou em avaliar a resposta Th2 e as
citocinas envolvidas nesta via, frente as infeccBes virais do trato respiratério
causadas pelo SARS-CoV-2.

Dada a urgéncia de entendimento da resposta imune frente a esse virus e
a complexidade em se obter amostras, o presente trabalho foi composto por 6
amostras pulmonares post mortem de pacientes que foram a 6bito por COVID-19,
sendo esta caracterizada como a maior limitacado deste estudo.

Diferentemente dos pacientes acometidos por influenza (H1IN1pdm0Q9), esta
doenca parece ter uma resposta Th2 mais evidenciada, a qual é ineficiente no que
diz respeito a promocdo do clearence dos agentes virais. Desse modo, o
entendimento da resposta imune exacerbada e ineficaz provocada por SARS-
CoV-2 merece esclarecimentos adicionais.

Sendo assim, prop6em-se, na continuidade deste projeto, avaliar
biomarcadores envolvidos no processo de remodelamento tecidual e reposta Th2,
em 24 amostras pulmonares post mortem de pacientes que foram a o6bito por
COVID-19. De uma forma abrangente, pretende-se estudar além dos marcadores
biolégicos ja contidos nesta pesquisa, as seguintes proteinas:

* a-SMA: microfilamento presente no citoplasma das células
musculares lisas, sendo parte integrante do seu sistema contratil. A a-SMA é
amplamente expressa por miofibroblastos, células estas responsaveis pelas
principais caracteristicas da fibrose ativa. Sugere-se que a expressao da a-SMA
esteja relacionada a inibicdo do Fator de Crescimento do Tecido Conectivo
(CTGF), ao qual esta associada com a reduzida translocacao nuclear NF-kB (44).
Miofibroblastos expressando a-SMA néao sé promovem a contracdao, mas também
sintetizam niveis elevados de proteases degradantes da matriz extracelular (45).
Estas manifesta¢cdes estao relacionadas diretamente na inducao e progresséao da

fibrose.
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* Colagenos | e lll: a intensa ativacdo e proliferacdo de
fibroblastos leva a fibrose acentuada, que tem como ponto de partida a luz dos
alvéolos e se processa com grande velocidade. Um pulmdo com dano alveolar
difuso na fase proliferativa é capaz de acumular, em poucos dias, tanto colageno
quanto o encontrado em uma fibrose intersticial cronica (25). O acumulo de
colageno intersticial, principalmente dos tipos I, Il e IV, é responsavel pela
destruicdo da arquitetura pulmonar e consequente falha na troca gasosa (46).

* Metaloproteinase de Matriz - 9 (MMP-9): entre os
mediadores excessivamente produzidos no processo de remodelamento tecidual,
as metaloproteinases de matriz (MMPs) podem contribuir para modificar o
microambiente pulmonar por diversos mecanismos. Essas enzimas podem nao
apenas degradar os componentes da matriz extracelular, mas também sao
capazes de liberar, clivar e ativar uma ampla gama de fatores de crescimento,
citocinas, quimiocinas e receptores de superficie celular que afetam varias funcées
celulares, incluindo adesao, proliferacao, diferenciacéo, recrutamento e apoptose.
A expressao desregulada de MMPs pode ter um grande impacto nos mecanismos
biopatologicos implicados no desenvolvimento da fibrose pulmonar (47). A MMP-
9 é uma gelatinase expressa por células epiteliais alveolares, neutrdfilos,
macrofagos, fibroblasto, capaz de ativar o TGF-1, contribuindo com o aumento
do pool de TGF-f ativo (48).

+ Ciclo-oxigenase 2 (COX-2): o epitélio alveolar injuriado ndo
apenas promove sinais ativadores para células mesenquimais, como também
deixam de exercer sua funcéo supressora sobre a multiplicacéo de fibroblastos,
via producéo de prostaglandinas E2 (PGE2) e derivados da ciclo-oxigenase COX—
1 e principalmente COX-2, importante na produgao dessa prostaglandina. Sugere-
se que, niveis reduzidos de PGE2 por injuria epitelial possam aumentar a
proliferacdo, migracdo, contratibilidade e diferenciacdo dos fibroblastos para
miofibroblastos, intensificando o processo fibrético (49). Sugere-se que a COX-2
possua uma acao anti-fibrgtica, via elaboracdo de prostandides, previamente
conhecidos por sua capacidade de inibirem a producéo de colageno, bem como a
proliferacdo de fibroblastos (50).

+ Caveolina 1 (Cav-1): proteina envolvida na regulacdo da
sinalizacdo de TGF-B, por meio de uma interacdo fisica com receptores de

membrana TGF-B e participagdo da internalizagdo desses receptores. Os
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receptores de TGF-B internalizados sofrem degradacao rapida, levando a uma
reducdo efetiva da sinalizacdo desse fator de crescimento. Estas interacdes
demonstram a correlagcdo negativa entre a expressdo de Cav-1 e a atividade de
TGF-B observada na fibrose pulmonar (51). A deficiéncia de caveolina-1 esta
associada com o desenvolvimento de lesdes fibréticas no pulméo, enquanto a sua
expressao determina alguma protecao contra fibrose (52).

. CD44v6: é um receptor de adesdo celular que é regulado
positivamente apos a leséo tecidual e que esta implicada em muitas doencas
inflamatorias cronicas. O CD44 é o principal receptor do acido hialurénico ou
hialuronan (HA). O HA apresenta fungdes que podem influenciar na morfologia
das fibras de coldgeno. Sua interagdo com proteinas da matriz extracelular e com
receptores da superficie celular podem regular muitos aspectos do
comportamento das células, que vao desde migracdo, adesdo célula-célula e
diferenciacéo celular. Em doencas fibrosantes pulmonares o HA pode aumentar a
vida dos miofibroblastos e, por conseguinte perpetuar o continuo depdésito de fibras
de colageno na matriz extracelular (53). Estudos recentes, sugerem que o HA
possa ser um potencial responsavel por casos fatais da COVID-19, uma vez que

a sua presenca esta associada a inflamacao e a SDRA(54,55).
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8.0 ANEXOS
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Anexo 2: Parecer consubstanciado do CEP
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17A aned [L 17RA plays an essential role in the maintenance of viral infection and lung injuries. These sspects
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1. Introduction 2018; Quan et al., 2007; Rudan et al., 2013). Viruses and bacteria are

the most common etiological agents, and an increased incidence of viral

Acute respiratory infections are responsible for a high ber of

in the last decade was observed, perhaps due to the emer-

medical care and hospitalization cases in the world. Being, mostly viral
etiology, represents a significant cause of morbidity and mortality,
especially among children under five years of age (Cruz et al, 2006;
Rudan et al, 2008; Lambert et al, 2008; Liu et al., 2012; Mcintosh,
2002; Ruuskanen et al.,, 2011; Gstergaard et al, 2018; Quan et al,
2007; Rudan et al., 2013).

Pneumonia is a generic term used to describe an acute inflammation
of the lower respiratory tract (Cruz et al, 2006; Rudan et al,, 2008;
Lambert et al., 2008; Liu et al,, 2012; Mcintosh, 2002; @stergaard et al,

Abbreviations: AdV, (Adenovirus); E. ESBL, (Escherichia coli, E
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genoc of new strains of virus and improvement of diagnostic techniques
allowing precise virological diagnosis (Cruz et al., 2006; Lambert et al.,
2008; Quan et al., 2007).

Many types of viruses are involved with hospitalization due to
paeumonia. However, the most frequent agent identified in the lower
respiratory tract infections is the Respiratory Syncytial Virus (RSV),
which has a worldwide distribution and circulates mainly during the
months of winter (Hall et al,, 2009; Kneyber et al., 2000; Giordano
et al,, 2018; Shann, 1986).
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Another virus related to cases of respiratory infection is the
Adenoviruses that are frequent causes of self-limiting upper respiratory
tract infections (Shatizadeh Malekshahi et al., 2017). Adenoviral lower
respiratory tract infections are infrequent, sporadic, and most com-
monly associated with Adenoviruses types 3, 5, and 7 (Crabtree et al,
1997; Esposito et al, 2016; Khanal et al, 2018; Madhi et al,, 2000;
Murtagh et al., 1993).

Influenza epidemics and pandemics pose a severe health problem
worldwide, and the fact that specific segments of the population are
more susceptible to severe infections may increase morbidity and
mortality (EIf et al,, 2018; Kumar et al,, 2018; Neumann et al., 2009;
Payne, 2017; Taubenberger and Kash, 2010).

The interleukin-17 family is composed of six members; 1L-17A-F.
This cytokines family performs the signaling through the receptor fa-
mily IL-17 (IL-17R), which includes five members called IL-17RA-E
Strong interactions between these components are observed, which
contribute to the activation of several pathways, including those that
might be responsible for the development of severe lung injury. Besides
that, IL-17A and 11-17 F promote an inflammatory response that creates
an environment that contributes to the lung disease’s installation (1ai
and Dong, 2016).

The I-17A is a pro-inflammatory cytokine mainly derived from
activated T cells, which has been associated with the neutrophil in-
flammation of the airways (Barlow et al.,, 2011; Fujita et al.,, 20123
Gaffen, 2009; Wichler and Proud, 2007; Wong et al., 2010). IL-17A can
also stimulate 11.-8 production, which contributes to the exacerbation of
neutrophils recruitment (de Souza Costa et al, 2014; Wiehler and
Proud, 2007).

The 1L-17A plays a role in the innate and adaptive immunity’s
connection through the link to a complex compaosed by the IL-17RA and
{1-17RC subunits. These subunits mediate the signaling and result in the
activation of pro-inflammatory mediators, such as the [1-1, I1-6, TNF,
and I1-8 (Zrioual et al., 2009). Together with the IL-6, IL-17A also plays
a role in the promotion of viral persistence, inhibiting the cellular
apoptosis and the function of the cytotoxic T cells (Garrand et al, 2012;
Hou et al, 2014; Sénego et al., 2016).

It was observed that not only 11.-17A but also 1L-17 ¥ are capable of
signaling IL-17RA to induce granulopoiesis factors secretion that lead to
the expansion of the neutrophil precursors at the bone marrow and the
spleen, as well as at the peripheral blood (Crowe et al., 2009).

The IL-17RA is expressed in high levels on the hematopoietic tissues
(Awasthi and Kuchroo, 2009; Yao et al, 1995), and airways where it is
mainly expressed by fibroblasts, epithelial cells, smooth muscle cells,
and microvascular endothelial cells (Loré et al., 2016). However, the
expression'’s deficiency of this receptor showed in some murine models,
has been associated with higher rates of survival when related to viral
infections, following by the decrease of levels of 1L-17A, resulting in a
reduced neutrophilic infiltration that culminates in fewer tissues da-
mage. These findings suggest that the therapeutic modulation of the I1-
17RA’s signaling can be beneficial in human lung acute infectious dis-
eases (Willis et al., 2015).

Based on this possible involvement of the IL-17A/IL-17RA in the
inflammatory and the anti-apoptotic process, we tested the hypothesis
that the tissue expression of these proteins may have a role in inducing
lung injuries in lethal non-pandemic acute viral pneumonia within the
pediatric population.

Thus, this study aimed to analyze the tissue expression of the 1L-17A
and IL-17RA in necropsy lung samples, obtained from children with
lIethal non-pandemic acute viral pneumonia, and comparing it to the
lethal non-viral acute pneumonia group.

2. Materials and methods
2.1. Study population

From the 794 pediatric cases involving necropsy (occurring between
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1960 and 2004) and whose cause of death was lethal non-pandemic
acute pneumonia, 193 formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) sam-
ples of lung tissue were selected. Samples were then classified into two
groups considering the viral presence: virus-positive (n — 68) and
virus-negative (n — 125) (Baurakiades et al., 2014; Chong et al., 2009;
de Souza Costa et al., 2014; Debur et al., 2010). The ethics review board
of the Hospital de Clinicas - Universidade Federal do Parani reviewed
and approved the study (register number 1099.138/2005; August 30,
2005).

In sequence, samples were categorized according to gender, age,
seasonality, pathological pattern, and survival. Regarding the age, the
patients were divided in children younger than 1 year and over 1 year
old. To account for scasonality, we categorized the samples according
to when the children's death occurred, if it was during cold or warm
months. The pathological patterns were categorized as either bronch-
opncumonia or interstitial pneumonitis. Survival was defined as the
period between the date of hospitalization and death.

All cases had already been tested for the presence of respiratory
syncytial virus (RSV), adenovirus (AdV), parainfluenza 1, 2, and 3
(PIV1, PIVZ, and PIV3) and influenza A and B (A FLU and B FLU) using
immunohistochemistry (Baurakiades et al., 2014; Chong et al,, 2009; de
Souza Costa et al.,, 2014; Debur et al., 2010).

2.2 Immunohistochemical reactions

‘The tissue microarray (TMA) paraffin blocks were used to perform
the immunohistochemical reactions containing two lung samples per
case with a 3 mm diameter.

‘The primary antibodies anti-1L-17A (rabbit polyclonal; 1:600; from
Bioss™) and anti-IL-17RA (rabbit polyclonal; 1:400; from Cloud-Clone
Corp.) were used to observe the tissue expression of interleukin-17A
and its receptor in the alveolar septa using immunohistochemistry. All
immunohistochemistry assay included both a negative control (which
was missing a primary antibody) and positive control.

An immunoperoxidase assay with modifications was part of the
immunohistochemistry, as reported by Malaquias and colleagues, 2018.
Antigen retrieval was performed using a BioSB™ ImmunoRetriever.
‘Tissue samples were incubated with the primary antibodies (anti-1L-
17A/1L-17RA) in a moist chamber at room temperature for one hour.
Incubations with the secondary antibody (Dako Advance™ HRP System,
DakoCytomation, Inc., CA, USA) were carried out for 30 min. Incuba-
tions with 3,3diaminobenzidine and hydrogen peroxide substrate
(DakoCytomation, Inc., CA, USA) were performed for 3 min to visualize
positive staining.

Immunostained TMA slides were photographed using the Axion
Scan.Z1 Scanner (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germany), and the image
analysis was performed using Image-Pro Plus 4 software. For each
sample, approximately 600 images were obtained using a 20x objective
and, of these, approximately 500 were excluded, generating approxi-
mately 100 satisfactory images per animal for analysis. The positive
control was chosen as a "mask,” which contained adequate levels of
tissue immunoexpression. The mask was then superimposed on the
sample images, and Image-Pro Plus 4 software identified the positive
areas and transformed the results into positive immunoexpression areas
per square micrometer (pm®). The area in pm* obtained using this
method was divided by the observed field's total area, thus generating a
percentage value for each image (Malaquias et al., 2018).

2.3. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SPSS (version 20.0). The
results were expressed as the means, median, standard deviations, fre-
quencies, or percentages. ‘The Kruskal-Wallis non-parametric test was
performed to compare the quantitative variables between groups.
Fisher exact test or the chi-squared test was performed to compare the
categorical variables between groups. Univariate survival analysis was
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Table 1
Baseline characteristics of population and dassificalion in iwo groups considering the vird presence.
Baseline characteristics Virus positive o — 68 Virus negative n — 125 pvakue
Age”® (1.7+28) (1.8+3.1) 0.814°
Gender Male 35 (51.5 %) 72 (57.6 %) 04507
Female 43 (485 %) 53 (42.4 %)
Seasomality Warm moaths 24 (353 %) 47 (37.6 %) 0.751"*
Cold moaths 44 (647 %) 78 (63.4 %)
Hemoculture Positive 10 (588 %) 26 (52.0 %) 0.574%
Negative 28 (412 %) 24 (48.0 %)
Pathological patterns Hroachopocamonia 50 (735 %) 101 (80.8 %) 0292
Interstial pneumonttis 18 (265 %) 24 (92 %)
Survival time (days) * - 129+ 6.8 139+69 0.340" "
1L-17A expression ¥ 1474+29 249+1.91 0.020"*
1L-17RA expressiont® — 4284519 L244+230 < 0.001**
D9+ cells™ — 10 8 009
D8+ cells™ — 17 9 o092
CDI4+ cells™ - ns 46 DX rradd
D25+ cells™ — 1 1 0535
CD74 + cells™ — 765 ™ 0895

* T Student test; **Fisher Chi Square; ***Wilsconson test; *Meuan + SD; 'tissue expression of 11 17A and IL-17RA in %; " Number of positive cells per 40 1IPFs (median)

from de Sowra Costas el al, 2014; 1G, gestational age.

done with the Kaplan-Meier method and the Log-rank test. Multivariate
analysis was performed, including variables with p < 0.20. Statistical
significance was p values < 0.05.

3. Results

The study population was 193 pediatric necropsies (107 males and
86 female) divided in virus-positive (n — 68; 35,2 %) and virus-nega-
tive groups (n — 125; 76,5 %). Clinical characteristics such as age,
gender, seasonality, anatomopathological patterns, survival, and 11~
17A/11-17RA tissue expression are listed in Table 1.

Regarding scasonality, 63.2 % (122) of the sample was concentrated
in the colder months, and 36.8 % in the months considered warm.

Clinical manifestations of all patients (n — 193) presented at di-
agnosis were fever (n — 4, 3.3 %), cough (n — 28, 23.0 %), fever and
cough (n — 29, 23.8 %), and acute respiratory insufficiency (n — 61,
50.0 %). Clinical manifestations were compared to IL-17A/1L-17RA
tissue expression without significant results (data not shown).

Blood cultures for bacteria were performed in all of the cases of the
virus-positive group, and positive results were found in 40 (58.82 %) of
68 cases. In the virus-negative group, we had 52 of 125 patients who
did hemoculture (41.60 %), and 27 (51,92 %) had positive results. The
bacteria identified in both groups were: Eschenchia coli, Escherichia coli
— Extended-Spectrum Beta-Lactamases (K. ESBL), Klebsiella pneumoniae,
Klebsiella pneumoniae - Extended-Spectrum Beta-Lactamases (K. ESBL),
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus sa-
prophytic, Streptococcus pneumoniae. Blood culture for bacterial results
was compared to 1L-17A/1L-17RA tissue expression without significant
results (data not shown).

Survival time did not show statistical differences between the two
froups.

Virus-positive cases showed strong tissue expression of IL-17A
compared to virus-negative cases (p — 0.020). The same results were
found for IL-17RA (p < 0.001) (Table 1; Fig. 1 and 2).

In Table 2 is shown the type of virus that was found in the study
population and its relationship with IL-17A/1L-17RA tissue expression.
Parainfluenza 2 (p — 0.050) and influenza A (p ~ 0.025) showed
significantly higher tissue expression of 11-17A when compared to the
virus-negative group. Another type of virus did not show differences
when IL-17A tissue expression was compared with the virus-negative
group. All of the types of the virus showed significantly higher tissue
expression of 1L-17RA when compared to the virus-negative group.
Viral co-infection was observed in 41 (57.7 %) cases.

Table 3 shows the association of the IL-17A/IL-17RA tissue

expression and the baseline characteristics of the patients. No sig-
nificant results were found.

We accessed the CD4 1, CD8 1, CD14 1, CD25 ¢+, and CD74 | cells
count from another study with the same population (de Souza Costa
ot al, 2014). There is no correlation between the [L-17A/1L-17RA tissue
expression and the cell infiltrations in the tissue samples.

4. Discussion

Many cytokines are involved in an increase in viral persistence and
clevated cell response in pulmonary injuries (Baurakiades et al., 2014;
de Souza Costa et al,, 2014). This retrospective study describes the IL-
L7A/IL-17RA lung tissue expression in children with lethal non-pan-
demic acute viral pneumonia.

The predominant histological pattern, even in samples with viral
positivity, was bronchopneumonia (Table 1), although without statis-
tical significance. This morphologic pattern is characteristic of bacterial
pulmonary infections. However, it has also been described for virus
paeumonia. Some authors have been shown that a significant percen-
tage of bronchopneumonia diagnostics in intensive care units are not
bacterial and probably have a virus-like primary etiological pathogen.
Besides, the respiratory viruses support the entry and spread of bacteria
systemically and locally. In a prospective study, the incidence of bac-
terial co-infections showed a more severe clinical course (Herfst et al,,
2017; McCullers, 2014; Takala et al,, 1993; Thorburn et al., 2006).

Our results show 67 pediatric patients (‘1'able 1) with positive blood
cultures for bacteria, even in virus-positive as in the virus-negative
group. Our findings showed that more than 50 % of patients tested for
bacterial blood cultures had positive results independent of the pre-
sence of the virus. These bacterial types are commonly found in in-
fectious processes and may be secondary infection after viral infection
(Herfst et al, 2017; McCullers, 2014; Takala et al., 1993; Thorbum
et al., 2006). However, IL-17A deficiency might protect from some
bacterial lung infection because some type of bacteria might drive 1L
17A functions during pulmonary infection (Wonnenberg et al, 2016).

11-17A is produced mainly by the CD4 | T cells, but epithelial cells,
fibroblasts, and endothelial cells also produce this cytokine (Cai et al,,
2019; Kennedy et al, 1996). In virus-positive cases of children with
lethal acute viral pneumonia, the higher IL-17A tissue expression was
statistically significant (p — 0.020; Table 1) compared to virus-negative
cases. ‘The roles of Th17 effector cytokines in host defense have been
extensively reviewed. Ye and colleagues (2001) demonstrated that I1-
I7RA /- mice are highly susceptible to pulmonary infection with K.
pneumoniae (Ye et al., 2001). IL-17A may promote viral persistence by
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Fig. 1. Immunohistochemistry resclion for vines posilive x virus negative

Al ¥ R ot

group sample. [B] Immunohistochemical reaction with anti [L 17A antibody in vines posilive group le. [C] 1 histoch

antibody in virus pegalive group ple. [D] 1
the Zedss AxioScan slide scanner on a 20x magnificsion lens.

inhibiting cellular apoptosis and cytotoxic T cell function, and have a
synergistic upregulation, with IL-6, of the expression of Bcl-2 and Bel-xL
(Hou et al., 2014). Thus, IL-17A playing roles in the inflammatory re-
sponse as well as resistance to apoptosis activity against virus-infected
cells.

An interesting feature was the association of IL-17A tissue expres-
sion with some of the viral types. The parainfluenza 2 (PIV2) showed a
borderline significance (p — 0.050; Table 2), demonstrating higher 1~
17A tissue expression compared to the virus-negative group. Parain-
fluenza virus infections generate an aberrant increase in the production
of specific cytokines by the infected cells, although lung fibroblast cell
cultures infected with this virus did not show any significant change in
the 11-17A production (Aljurayyan et al, 2018; Yoshizumi et al., 2010).

Seasonal influenza epidemics caused by influenza A and B viruses
occur annually during the winter in temperate regions, resulting in
around 3-5 million cases of severe illness and 250,000-500,000 deaths
worldwide every year (World Health Organization, 2014). FLU A re-
spiratory infection elicits a robust immune response, which is required
for efficient virus clearance, but at the same time can contribute to lung
damage and enhanced morbidity (Fichelberger et al, 1991; Graham
and Braciale, 1997; Schmidt and Varga, 2018). Neutrophilia in FLU A
infections have been reported, and some authors have reported a ser-
ological increase of [L-17A, leading to excessive recruitment of neu-
trophils into the airways associated with quite a significant lung tissue
damage. Therefore, modulation of Th17 immunity by influenza viruses
enhances lung pathology and susceptibility to secondary bacterial
pneumonia producing an increase of mortality (de Souza Costa et al,
2014; Sichelstiel et al., 2014). Different from other serological results,
our work could demonstrate the expression of 1L-17A in lung tissues of
children with lethal acute viral pneumonia and could observe that the
FLU A positive patients have significantly higher [L-17A tissue

ical ressclion with anti IL-17A antibody in vires pegative
ical resction with anti [L-17RA

P

ical reaction with anti IL 17RA anlibody in virus posilive group sample. The image was laken using

expression when compared to virus-negative group (p — 0.025;
Table 2). Besides, this result could not be seen in other types of virus,
suggesting that FLU A is more able to induce 1L-17A local tissue ex-
pression and consequently to recruit neutrophils causing severe lung
damage.

The IL-17A/1L-17RA interaction does not happen in a particular
way. Receptor A interacts with the IL-17B and A, and the I1-17A, be-
yond connecting to the receptor A, also interacts with other 1L-17 re-
ceptor variants, which makes the regulation and maintenance of the
inflammatory process more complex. Furthermore, IL-17A and I1-17 F
are crucial interleukins for the promotion of the inflammatory process
on the lung tissue, and both of them are capable of interacting with the
1L-17RC. Consequently, not only receptor A but also receptor C or-
chestrate the lung tissue's defense. Besides, the literature lacks essays on
the repercussions of the 1L-17RA in acute discases. Regarding chronic
discases, the relation between the increase of the [L-17RA'Ss con-
centration and a worsening of survival (Kostareva et al, 2019). This
study verified that children with lethal acute viral pneumonia present a
higher expression of IL-17RA (p < 0.001; Table 1). Another finding is
that all of the types of viruses have higher tissue expression of IL-17RA
compared to the negative-virus group, suggesting that the viral lung
infection could increase the [L-17RA expression but not a specific viral
type (Table 2).

Besides 11L-17A/1L-17RA tissue expression seem to be related to se-
vere lung injury; we did not observe an association between IL-17A/1L-
17RA and survival time (Table 3).

The 1L-17RA configures itself as a vital target therapy, once it has
interactions with subunits of the IL-17R family and 1l-17 variants,
improving response to injuries (Chen et al., 2016; Gaffen, 2009). It is
highly expressed in organs with lymphatic functions like thymus,
spleen, and bone marrow. However, it has lower expression in guts and
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Immunohistochemisiry
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Iving lung besi
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The black are T lymph expressing [L-17A and

e

poeamocyles expressing IL-17RA respectively. The image was taken using the Zeiss AxioScan slide scanner on a 40x nmgnificalion lens.

lungs (Iwakura et al, 2008). It constitutes a pathway to inhibit the
binding of IL-17RA with the expressed interleukin (Pinter et al, 2019).
Three available drugs would be useful in the therapy to reduce the
effects of the 1l-17A, being the secukinumab and the ixekizumab, and
the brodalumab, a receptor-specific blocker. These monoclonal anti-
bodies are mainly destined to control rheumatoid arthritis and have
their action maximized within two weeks of use (Kostareva et al,
2019).

We cannot forget that [1-17A can interact with other receptors like
1L-17RC, which represents a new component that has not yet been
studied profoundly but has a critical role in the pathway of pulmonary
diseases (De Luca et al,, 2017; Ho and Gaffen, 2010). So, blocking 1~

17RA does not mean blocking all the effects of IL-17A, and the use of a
combination of blocking [L-17A/11-17RA could be necessary. Our re-
sults show that it is a higher local tissue expression of IL-17/1L-17RA in
the lungs of children with lethal acute viral pneumonia, and this fact
has been described in the literature. Mainly based on serological results
and murine models (Yanagisawa et al., 2016), it has been reported that
in lung injuries, the expression of this proteins was higher and has been
linked to many other factors like the development of interstitial pul-
monary fibrosis, facilitating viral infections and having an essential role
in the primary graft dysfunction of lung transplantation (Somers et al_,
2015; Zhang et al., 2019). Given that, we believe that children with
community-acquired non-pandemic  pneumonia  that  requiring

Table 2
Types of virus and lissue expression of [L-17A and 1L 17RA.
Type of vinas IL17A IL17RA
Virus pesitive group Virus negative group pvaloe” Virus positive group Virus negative group p value*
a Mean +SD' a Mean +SD" 0 Mean +5D' o Mean + 50"
RSV 41 3.23+2.88 14 250+1.91 0.136 Erd 3.060+4.33 85 12442306 0.0001
AdV 23 283+2.068 114 250+1.91 05649 2 6.9+ 0641 L) 12442306 0.0003
v 1n 284+2.85 114 250+1.91 0. 10 441 #5335 B85 L24 4236 0.0273
v 2 16 440 +3.53 114 Z250+1.91 0.050 15 A54+470 85 12442306 0.0009
iV 25 3z +282 14 250+1.91 0.3 = 421 +5.06 85 1244236 0.0001
A FLU 17 448 +3.28 111 250+ 1.91 0.025 11 312+289 8BS L24+2.306 0.0005
B FLU 13 3754279 111 250+1.91 0136 12 240+223 85 L24+2.30 o.ou78

* Pearson Chi Square; "Tissoe expression of IL-17A and [L 17RA (%); RSV, respirutory syncytial virus; AdV, adenovirus; PIV, parsinfluenzy FLU, influenz.
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Table 3
Basedine ch istics of the population and to the lissue expression (patlern = weak and strong) of IL 17A/1L 17RA.
Baseline characteristics ILI7A (weak) 7 IL17A (strong) ¥ p value” ILI7RA (weak) ¥ IL-17RA (stroag) ' pvalue”
Age < 1 year 53 (0.2 %) 50 (6.9 %) 073 42 (30.0 %) 39 (27.9 %) 073z
= 1 year 35 (39.8 %) 33 (37.1 %) 28 (20.0 %) 31 (Z21 %)
Gender Male 46 (523 %) 53 (59.6 %) 0. 329 35 (25.0 %) 40 (28.6 %) 0. 98
Female A2 (97.7 %) 36 (140.4 %) 35 (25.0 %) 30 (21.4 %)
Seasonality Warm months 33 (37.5 %) 32 (36.0 %) 0.531 29 (20.7 %) 26 (18.6 %) 0729
Cald months 55 (L5 %) 57 (64.0 %) 41 (29.3 %) 44 (31.4 %)
Pathological p Bronchog 65 (72.9 %) 75 (84.3 %) 0.089 52 (37.1 %) 54 (40.0 %) 0546
Interstitial pocamonitis 23 (20.1 %) 14 (15.7 %) 18 (129 %) 14 (10.0 %)
Survival time (days) * 135468 13.047.1 0.563 14.0+68 132475 0532

* Pearson ChiSquare; *Mean + SD; 'Classification in weak and strong based on the median of lisse expression of [L17A and IL17RA (IL17A = 2.16;
weak < 216 and strong > 2.16; IL-17RA = 0.78; weak < (.78 and strong > 0.78).

hospitalization could benefit from using [L-17RA/1L-17A monoclonal
antibodies to block their injurious effects.

it is worth remembering that this study has evaluated the tissue
protein expression by immunchistochemistry from a single unique
moment (death). So, the technique used and results reflect the time of
death of these individuals, and, in this case, it is up to us to interpret the
findings and make conjectures.

Some future perspectives in the management of pediatric patients
could be suggested, such as identifying viral types early in life. An
important aspect is the ever-present use of molecular biology tech.
Among them, polymerase chain reaction (PCR) is frequently used for
screening virus infection. Since proper management of these patients
depends on early diagnosis and differentiation from other conditions,
PCR may be a valuable tool (Lankester et al., 2002; Resa et al., 2014).
More recently, the development of real-time PCR assays allowed the
quantification of the virus. The determination and blood monitoring of
the virus may be necessary for the treatment and prognosis of these
infections and is becoming widely accepted, especially for the pediatric
population. Besides, the incorporation of new agents that aim to block
the actions of 1l-17A is a promising way of treating some conditions.
Genovese and colleagues (2010) showed that LY2439821-humanised
anti-IL-17A monoclonal antibody, when added with oral disease-mod-
ifying anti-rheumatoid drugs, improves the signs and symptoms of
rheumatoid arthritis (Genovese et al., 2010). Thus, we have new tools
that help to improve the management of this group of susceptible pa-
tients.

5. Conclusion

Qur results show that the presence of different types of viruses could
indirectly stimulate higher 1L-17A/11-17RA expression levels. This in-
creased IL-17A/1L-17RA tissue expression was causing excessive at-
traction of neutrophils, which might be contributing to increased da-
mage to the lung tissue. However, the more significant presence of 11
17A was also preventing apoptotic defense mechanisms of the infected
Tung cell. Thus, the viral infection process would remain present longer
so that the infection could reach the lower lung portions. Therefore, 11
17A/1L-17RA contributes to the onset and progression of lung tissue
damage, bringing high rates of montality. Furthermore, reducing the
release of IL-17A might be a therapeutic option in some bacterial
pneumonia, a common co-infection in viral lung injury. So, the present
study aimed to understand the role of the [1-17A/11-17RA complex on
viral and non-viral pneumonia, to direct the therapeutic target, once
there are monoclonal antibodies available acting on this complex. The
possibility of blinding one or the other through a more specific method
according to the characteristics of the discase makes the choice of the
appropriate drug casier, rendering the treatment process more effec-
tive.
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RESUMO

Diante da gravidade da pandemia de COVID-19 e da consequente necessidade de medidas
sobre o padrdo de difus3o temitorial da doenca para balizamento de tomadas de decisdo, o
trabalho tem o objetivo de identificar de que forma fatores de proximidade social
extramunicipal condicionam o grau de exposicdo das populacdes nos diferentes municipios
brasileiros ao risco de contaminacac por SARS-CoV-2. Para fanto, foram analisados dados
referentes a hierarquia urbano-regional. concentracdo populacional, volume de riqueza,
integracdo teritorial por trénsito de bens e pessoas. bem come graus de relevancia de
turismo, comparando-os com as notificacdes realizadas entre 25 de fevereiro € 11 de maio
de 2020. Os indicadores selecionados. com excecao do PIB per capits, apresentam relacio
clara com padroes temporais de exposicde a infroducdo do virus na populacdo dos
municipios brasileiros. Observa-se uma légica topoldgica de difusio, em que, a despeito da
distdncia, os municipios primeiramente afetados sio aqueles com os mais alios graus de
proximidade social extramunicipal, sendo seguidos por agueles em seu entorno imediato. O
trabalho contribui com a discussdo sobre o padrac de difusdo da COVID-19 ao aponfar
indicadores e limiares que delimitam classes de municipios com distinfos graus de
exposicdo ao risco ao longo do tempo.

Palavras-Chave: COVID-19. Coronavirus. Indicadores de Gestdo Temitorial. Proximidade
Social.

ABSTRACT

Given the severity of the COVID-19 pandemic and the consequent need for measures on
the pattern of territorial diffusion of the disease, to guide decision-making, the study aims fo
identify how factors of extra-municipal social proximity condition the degree of exposure of
populations in different Brazilian municipalities to the risk of contamination by SARS-CoV-2.
Therefore, through data science and geoprocessing fools. data regarding urban-regional
hierarchy, population concentration, volume of wealth, terntorial integration by fransit of
goods and people, as well as degrees of relevance of tourism were analyzed, comparing
them with the nofifications made between February 25 and May 11, 2020. The selected
indicators, except for GDP per capita. present a clear relationship with temporal patterns of
exposure fo the introduction of the virus in the population of Brazilian municipalities. A
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Caracteristicas Infecciosas, Epidemiologicas e Clinicas da COVID-19

Em 31 de dezembro de 2019, 27 casos de pneumonia com eficlogia desconhecida surgiram em
Wuhan, provincia de Hubei, China. Quatro dias apos o surgimento dos primeiros relatos (03/01/20), o
numero de casos dessa doenca havia subido para 44. No dia 07 de janeiro de 2020, um novo tipo de
coronavirus foi identificado na amosira de nasofaringe de um paciente pelas autoridades chinesas.
Esse virus respiratorio, posteriormente. seria denominade de SARS-CoV-2, causador da doenca
intitulada COVID-19 (GE et al., 2020). No dia 11 de marco do corrente ano, dada a rapida expansao
do novo coronavirus pelo mundo e sua presenca em cerca de 114 paises. a Organizacao Mundial da
Salde (OMS) declarou estado de pandemia (WHOQ, 2020).

O numero de pessoas acometidas pelo SARS-CoV-2 tem crescido de forma exponencial desde o
surto da COVID-19, até a propagacdo mundial (HUANG et al., 2020). A relacdo entre um paciente
sabidamente infectado e o numero de pessoas que este paciente consegue infectar, ou seja a taxa de
transmissibilidade de um virus (nimero basico de reproducdo - R0), € comumente utilizada para
estimar a média do numero de casos secundarios gerados a partir do caso primario em uma
populacao suscetivel (LANA, 2020). A taxa de fransmissibilidade é reflexo, principalmente das
caracteristicas biologicas do virus bem como da suscetibilidade do hospedeiro. As estimativas de RO
para SARS-CoV-2, variam de 1,6 a 4,1, isto &, cada paciente positivo para SARS-CoV-2 poderia
contaminar em média, entre 1 a 4 pessoas (READ et al, 2020; LIU et al., 2020). Quando comparado
com o Influenza A H1N1pdm09, observa-se que esta variacdo (R0) gira em torno de 1,3 e 1.8, o que
justificaria a tamanha disseminac2o da atual pandemia (INFOGRIPE, 2020).

Pacientes com COVID-19 podem apresentar guadros clinicos varidveis, desde infecches
assintomaticas e leves (80% dos casos), a infeccdes graves e criticas (15 e 5% dos casos
respectivamente) (ROKNI et al., 2020). Nos casos assintomaticos, ndo ha qualquer sintoma clinico,
porém o teste de PCR (do inglés reverse-transcriptase polymerase chain reaction) para SARS-CoV-2
& positivo. A progressdo para quadros graves de COVID-19 pode levar principalmente a sintomas
respiratorios. No entanto, sintomas cardiovasculares, gasfrointestinais, neurologicos, hematologicos,
entre outros tém sido descritos (ROTHAN; BYRAREDDY, 2020; VELAVAN; MEYER, 2020). Ja nos
casos criticos, o paciente pode vir a apresentar principalmente sindrome de angustia respiratoria
aguda (SARA) e alteracdes vasculares trombogénicas, exigindo o suporte de uma Unidade de
Terapia Intensiva com a necessidade, entre outras, de ventilacdo mecanica e anticoagulacio
terapéutica (ZHANG et al., 2020). A mortalidade de adultos nos casos criticos pode ser superior a
50% (BULUT; KATO, 2020).

A pandemia de SARS-CoV-2 & Unica tendo em vista algumas peculiaridade notaveis do virus, como a
sua alta afinidade com receptores que sdo expressos por quase todos os tipos celulares do corpo
humano, chamados receptores da angiotensina-converiase-enzima-2 (ACE-2) o que multiplica muito
a sua capacidade de infeccdo e de produzir doenca, aumentando as chances de contaminacdo de
outros individuos (ROTHAN; BYRAREDDY, 2020). Além disso, as proteinas de superficie do SARS-
CoV-2 (spike proteins) sdo proteinas muito glicosiladas e por isso apresentam baixa imunogenicidade
0 que dificulia o seu reconhecimento pelo sistema imunoldgico do paciente, aumentando ainda mais o
tempo de doenca e o de eliminacdo de particulas virais pelos infeciados, perpetuando assim a
pandemia. Em terceiro lugar, seu possivel recente salto de um animal para os humanos determina
uma taxa de 100% de suscetiveis, visto que a populacdo mundial, como um todo ndo havia ainda
entrado em contato com o SARS-CoV-2. Por ultimo, a alta viabilidade no ambiente externo e,
finaimente, a resposta imune adaptativa atrasada ao virus significam que os pacientes sdo vetores
desse virus por longos periodos. Sendo assim, todos esses fatores podem coniribuir para a
disseminacao rapida e sustentada do virus (COSSARIZZA et al., 2020).

COVID-19, Proximidade Social e o Espacgo Geografico

Para a analise da difuséo territorial da COVID-19, cujas caracteristicas infecciosas, epidemiologicas e
clinicas foram expostas acima, € relevante que se realize uma suscinta revisdo do conceito de
espaco geografico e do papel da pesquisa em Geografia da Saude, o gue deve embasar a
identificacdo dos caminhos metodologicos pertinentes ao objetivo do presente trabalho.

Nesse sentido, & preciso se destacar que os estudos de Geografia da Saude tém crescido no Brasil
nas Ultimas decadas (JUNQUEIRA, 2009). No que tange aos trabalhos relacionados ao
comportamento geografico de doencas infecto-parasitarias, a coniribuicdo da disciplina tem sido
ainda mais marcante a partir da consiatacdo de gue modelos uni-causais, baseados apenas na
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exposicdo a agentes etiologicos, sao insuficientes para a explicacdo da difusdo dessas doencas, o
que requer uma abordagem multicausal, em que as condicdes ambientais e sociais sejam levadas em
conta (LEMOS; LIMA, 2002).

De fato, a concepcdo de espaco tomada nos estudos de saude e epidemiologia atestam um
movimento que parte de um cendrio inicialmente mais biologico e natural, estatico, para um mais
suscetivel a alteracbes, até uma concepcao que reifica 0 papel das dindmicas sociais em suas
relaches com as condicdes naturais (SILVA, 1997).

Assim sendo, fatores sociais (acesso a atendimento de salde, condicbes socioecondmicas,
infraestrutura, entre tantos oufros), associados as condicOes ambientais e aos fatores etiologicos,
com sua particular distribuicdo geografica, sdo considerados nas analises sobre a incidéncia de
doencas infectocontagiosas. Isso traz particular atencdo sobre o quadro urbano, em gue, muitas
vezes, condicdes socioecondmicas precarias se associam & um ambiente significativamente
adensado e com problemas de saneamento basico, em que condi¢des de insalubridade podem ser
facilitadoras no processo de difusdo de doencas.

Nessa perspectiva, a distribuicdo desigual dos diversos objefos geograficos, tanto naturais como
sociais, gera um contexio caracterizado por condicdes geograficas gue coniribuem para diferentes
niveis de exposicdo das populacdes a fatores desencadeadores de doencas infectocontagiosas. Isso
ndo se dé somente a partir da localizacdo desses objetos, mas de sua interconexdo, por inimeros
tipos de trénsito, sobretudo de pessoas.

Por essa razao, € pertinente a concepcao de Milton Santos (1978), para quem o espaco geografico &
formado por fixos e fluxos, ou seja, por objetos geograficos (cidades, fazendas, ponies, esiacdes de
metrd, infraestruturas, florestas, bosques, pracas eic), e por deslocamenios e intercambios
(informacao, comandos. significados culturais, energia, bens, capital, pessoas etc ), de tal forma que
as dinamicas sociais condicionam o espaco. ao mesmo fempo que por ele sdo condicionadas,
dialeticamente.

Assim, entende-se que os condicionamentos do espaco geografico sobre oS processos sociais
podem ser uma chave explicativa particularmenie importante para a presente pesquisa, uma vez que
o5 estudos apontam para a preméncia de dindmicas da sociedade no processo de difusdo da
epidemia de COVID-19, sobretudo no que tange a questdes de proximidade/afastamento social.

C monitoramento da COVID-19 em centenas de paises e 0s estudos cientificos relacionados
sugerem que. em meio a inexisténcia de vacina ou de tratamento medicamentoso de elevada eficacia
para ¢ impedimento de morbidade grave, ou para recuperacao rapida do paciente, ha uma relevancia
das estratégias de afastamentol/isolamento social para conirole da doenca (OMS, 2020c; LEWNARD;
LO, 2020). Conforme a OMS:

Medidas de distanciamento social e fisico visam a retardar a propagacao da doenca
pela interrupcdo de cadeias de transmissdo do COVID-19 e impedindo que novas
aparecam. Essas medidas garantem distancia fisica enfre as pessoas (de pelo
menos um metro) e reduzem o contato com superficies contaminadas. ao mesmo
tempo que incentivam e sustentam a conexio social virtual dentro das familias e
comunidades. As medidas para o publico em geral incluem a infroducdo de arranjos
de ftrabalho flexiveis. como telefrabalho, ensino a distancia. reducdo de
aglomeracdo, fechamento de instalacdes e servicos ndo essenciais, blindagem e
protecdo para grupos vulneraveis, resfricdes de movimento local ou nacional e
medidas de permanéncia em casa, e reorganizacdo coordenada das redes de salde
€ servicos sociais para proteger os hospitais. As medidas sdo ufilizadas em conjunto
com medidas protetivas individuais confra o COVID-19, como lavagem frequente das
méaos e efiqueta da tosse (OMS. 2020c, s/p.).

Assim, ao se reconhecer 0 espaco geografico ndo somente como produto da sociedade, mas como
um condicionante de seus processos e dinamicas, tem-se que diversos fixos e fluxos gue
caracterizam esse espaco podem servir de elemento explicativo tanto para a proximidade social,
como para a consequente difusdo territorial de uma doenca altamente infecciosa como a COVID-19.

Nesse sentido, & possivel se conceber que fatores como hierarquia urbana. patamar populacional,
producao de riqueza, infraestrutura para transporte de passageiros, mobilidade de cargas e o turismo.
desiguaimente distribuidos entre os municipios brasileiros, podem compor fatores que permitem
maior ou menor proximidade social entre os residentes de cada um dos territorios municipais com
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conveniente a identificacdo do volume de transito de mercadorias enire os municipios do Brasil, e
deles com o exterior. Produtos diversos partem e chegam aos municipios por diversos modais, tais
como dutos (no caso de derivados de petroleo, por exemplo), trens, navios, avides e caminhdes,
alguns desses mobilizando uma quantidade significativa de pessoas em transito, que, eventualmente,
podem se tornar vetores de transmissdo de doencas infectocontagiosas. No gue tange as trocas
comerciais entre municipios brasileiros, no entanto, tem-se restricio de acesso aos dados por sigilo
fiscal das bases do Imposto sobre Circulacdo de Mercadorias e Prestacdo de Servicos — ICMS. Por
outro lado, os dados de exportacdo/importacdo dos municipios sdo acessiveis em plataforma do
Ministério da Economia, Industria, Comeércio Exterior e Servicos (MDIC, 2020).

Avancando sobre fatores de proximidade social exiramunicipal, parece bastante razoavel a
concepcéo de que ela seja também condicionada pela mobilidade de pessoas por meio dos servicos
de transporte de passageiros. Em relacdo aos servicos rodoviarios e hidrovidrios, optou-se por utilizar
o0 indice de proximidade, medida que visa a identificar quanto cada no na rede rodoviaria/hidroviaria
esta ligado aos demais, por numero de viagens de passageiros, conforme a pesquisa de LigacOes
Rodoviarias e Hidroviarias (IBGE, 2016).

A respeito dos dados sobre transporte aeroviario, foi utilizada a base da Agéncia Nacional de Aviacdo
Civil (ANAC. 2020), que informa o nimero de passageiros em transito em cada aeroporto no Brasil.
Ressalva-se gue, em alguns casos, a base de dados foi alterada, de maneira que 0s passageiros de
alguns municipios, foram atribuidos a outros, que tendem a ter maior proporcdo de participacdo
efetiva nas origens e destinos. Assim, passageiros de Guarulhos e de S&o José dos Pinhais, por
exemplo. foram atribuidos a S&o Paulo e Curitiba, respectivamente.

Por fim, optou-se por utilizar dados de turismo como um fator de proximidade social extramunicipal.
Para tanto, foi feito uso de base do Ministério do Turismo (2019). O dérgdo classifica 05 municipios
com participacdo no turismo nacional em cinco classes de relevancia, tendo como critério o nimero
de estabelecimentos e de trabalhadores formais no setor de hospedagem. mais estimativas do
numero de turistas (MINISTERIO DO TURISMOQ. 2020). As classes de relevancia do turismo vao de
A, a mais alta, até a E. a mais baixa.

E importante salientar que os dados elencados tém origem em fontes oficiais consistidas. Quanto as
notificactes, entende-se que um intervalo de tempo adequado foi abrangido a ponto de permitir que o
baixo nimero de testes praticados ndo configurasse um viés para os resultados.

Cabe mencionar ainda gue, por convencao internacional, as semanas epidemiologicas sao contadas
de domingo a sabado. A primeira semana do ano &€ aquela que contém o maior nimero de dias do
novo ano (PORTAL SINAN, 2020). Assim, no Brasil o primeiro caso de COVID-19 foi confirmado e
registrado na nona semana epidemiologica de 2020. Ante o exposto, para facilidade argumentativa
sobre as datas e periodos em que ocorrem o processo de difusdo territorial da COVID-19, a data de
25 de fevereiro & considerada, no estudo, como inicio da primeira semana do evento. Ressalva-se,
ainda, que as datas de notificacdo ndo correspondem as datas de fransmissao/infeccio.

Etapas de trabalho, técnicas e recursos

O fluxe de trabalho foi caracterizado por etapas de obtencdo, tratamento. andlise de dados. bem
como divulgacao dos resultados. Em cada etapa, foram aplicadas tecnicas estatisticas, de Ciéncia de
Dados e de geoprocessamento expostas no Quadro 1.

Quadro 1 — Etapas e técnicas utilizadas

Etapa Técnica
o Geracao de algoritmo de obtencio automatica de dados on-iine (webscrsping) e sua
Obtencdd | transformacdo em padrio matricial, condizente com operacdes tabulares.

Identificacdo de valores duplicados, outliers e faltantes. Compatibilizacdo e juncao de dados de
Tratamento | gierentes bases a partir de indexacio por codigo municipal do IBGE.

o Analise exploratoria e analise de comportamento temporal por exploracao visual a partir de
Analise graficos e mapas.

Divulgacio Elaboracdo de ambiente interativo, on-line. de acesso publico em Pereira (2020).

Fonte: Elaborado pelo Autor
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Entre os recursos computacionais utilizados para a viabilizac2o desse estudo, destacam-se o
software de geoprocessamento ArcGIS 932, as bibliotecas Pandas, Maiplotlib, Seaborn e
Geopandas, em linguagem Python, para tratamento e analise de dados tabulares, além de plotagem
de gréficos e de mapas tematicos. Foram utilizados Jupyter nofebooks, ambientes de programacao
interativa, para geracao dos codigos-fonte e disponibilizacio publica on-line.

RESULTADOS: SUCESSAO DAS PRIMEIRAS NOTIFICAGOES MUNICIPAIS EM RELAGAO AS
MEDIDAS DE PROXIMIDADE SOCIAL EXTRAMUNICIPAL

Adiante s20 apreseniados os resultados da pesquisa. com a identificacdo das semanas do evenio
epidémico em que houve a primeira notificacdo em cada municipio afetado, ao longo do periodo
analisado, em comparacao com as medidas de proximidade social extramunicipal levantadas.

Ritmo de difusdo da Epidemia de COVID-19 entre municipios brasileiros

Apos quase trés meses de difusdo notificada de COVID-19 em diversos paises, o Brasil apresentou
sua primeira notificacdo, em S3o Paulo, no dia 25 de fevereiro de 2020. Em 11 de maio de 2020,
apenas 76 dias apos a primeira notificacdo, o Brasil ja registrava 169.099 casos acumulados (COTA,
2020), com 11.123 oObitos e 67.384 recuperados (MS, 2020). Trata-se de um crescimento
significativamente acelerado, o que. na data, colocava o Brasil entre os dez paises com maior nimero
de notificacdes no mundo (OMS, 2020b). O Grafico 1 mosira a quantidade diaria e acumulada de
municipios com casos notificados no pais.

Grafico 1 — Incremento digrio do nimero de municipios com casos notificados no Brasil

NUMaTS do Municipios com casos nolifcados no Brasi|
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Fonte: Elaborado por Augusto dos Santos Pereira a partir de dados disponiveis em IBGE (2008) e COTA (2020)
Nota: O gréfico ignora uma minoria de casos reportados nos quais nao ha identificacdo dos municipios.

No que tange & difusdo territorial da COVID-19, nota-se que. no periodo de setenta e sete dias em
andlise, houve notificacées em 2.820 municipios, 50,6% dos 5.570 municipios brasileiros, conforme o
Grafico 1. E possivel observar, também, que, até a data. havia uma tendéncia de crescimento do
numero de novos municipios afetados por dia. Assim, em todo o periodo, houve uma média de 37
novos municipios atingidos pela COVID-19 diariamente. ao passo que, entre 1 & 11 de maio de 2020,
esse valor médio foi de 71 novos municipios com seu primeiro caso nofificado. A distribuicdo dos
municipios afetados pode ser vista na Figura 1.
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Figura 1 — Municipios brasileiros segundo a semana do evento em que houve a primeira notificacdo
o
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Fonte: Elaborado por Augusto dos Santos Pereira.

A Figura 1 mostra que os casos de COVID-19 se encontravam distribuidos em municipios de todas as
regioes do pais, com algumas porcdes territoriais ainda sem notificacdes e com grande
predominancia de areas contaminadas a partir da sexta semana do evento (a partir de 31 de marco
de 2020).

Difusdo da COVID-19 entre os municipios segundo Hierarquia Urbana

A fim de identificar o papel da hierarquia urbana no controle da exposicdo das populacdes de
diferentes municipios ao risco de contaminacao. foi elaborado o Grafico 2, que mostra a proporcdo de
municipios afetados por dia, segundo a hierarquia urbana a gue estdo associados. O eixo vertical
indica a razdo de municipios por classe, com maximo em 1, o que denota 100% dos municipios de
dada hierarguia com nofificacdo em uma determinada data, representada no eixo horizontal. Fica
evidente, por meio do Grafico 2. que existem ritmos bastante distintos de registros de COVID-19 de
acordo com a hierarquia urbana. De maneira geral, € possivel se nofar. ao longo do tempo, uma
tendéncia de participacdo incremental da proporcdo municipios com casos nofificados conforme o
aumento de sua hierarquia.
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Grafico 2 — Razao de municipios com casos notificados por total de municipios no Brasil, segundo
hierarquia urbana associada

Razlo de municipios com Cas0s nekificados por total de munkiplos segundo Nerargula urbano-regional
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Fonte: Elaborado por Augusto dos Santos Pereira a partir de dados disponiveis em IBGE (2008) e COTA (2020)
Nota: O grafico ignora uma minoria de casos reportados nos quais ndo ha identificacio dos municipios.

Quatro grupos com ritmos bastante distintos s3o identificados. Um primeiro grupo & formado pelos
municipios ligados & grande metropole nacional (Sdo Paulo), a5 metropoles nacionais (Brasilia e Rio
de Janeiro), as metropoles com influéncia regional (Manaus, Belém, Fortaleza. Recife, Salvador, Belo
Horizonte, Curitiba, Goidnia e Porto Alegre)?, capitais regionais (A, B e C), além de centros sub-
regionais A. Esse primeiro grupo apresentava enfre 853 e 100% de seus municipios com casos
notificados de COVID-19 em 11 de maio de 2020, com um ritmo de crescimento bastante superior
durante todo o periodo de presenca de casos no Brasil. Um segundo grupo & formado por municipios
ligados a cenfros sub-regionais B e centros de zona A, que chegaram a proporcoes de territorios com
notificacoes tdo elevadas quanto o primeiro grupo, mas em intervalo de tempo maior. por vezes de
quinze dias. Os municipios dos centros de zona B foram afetados, proporcionalmente, em ritmo
inferior, demorando. por vezes, vinte dias. para chegar na razdo municipios afetados/total de
municipios atingida por aqueles do primeiro grupo. Em 11 de maio, 67,5% desses municipios tinham
casos registrados. Por fim, os municipios dos centros locais foram atingidos posteriormente, em
relacdo agueles das demais categorias de hierarquia urbana. Em 11 de maio, 43.8% desses
municipios haviam sido afetados. E preciso ressalvar, no entanto, que essa € a classes com o maior
nimero de municipios, o que significa um grande numero absoluto de territorios afetados (1963
municipios).

Por meio da Figura 2. & possivel observar, para um conjunto de municipios dos estados do Rio de
Janeiro, Minas Gerais e S3o Paulo, que, de fato, essas unidades territoriais foram afetadas em
momentos distintos, segundo sua hierarquia urbana.

% 0 IBGE (2008) considera as metropoles (grande nacional. nacionais € regionais) como seus polos e classifica
os municipios da aglomeracdo metfropolitana como areas de concentracdo de populacdo. Tendo em vista a
finalidade do presente trabalho de indicar ritmos de propagacdo dos casos de COVID-19 entre os municipios de
diferentes grupos/classes. aqueles pertencentes ao entorno metropolitano foram classificados como metropole.
Assim, a indicacdo de quase 80% dos municipios da metropole nacional com notificacdo na difima data se refere
a todos os municipios daquele aglomerado. conforme a classificacdo do estudo do instituto.
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Figura 2 — Parcela dos municipios dos estados do Rio de Janeiro, SZo0 Paulo e Minas Gerais,
segundo semana do evento em que houve a primeira notificacdo e a hierarguia urbano-regional
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Fonte: Elaborado por Augusto dos Santos Pereira.

As metropoles representadas na Figura 2, tiveram casos contabilizados no inicio da instalacdo da
pandemia no Brasil. S3o0 Paulo teve casos na primeira semana, sendo, de fato. o primeiro municipio
com casos notificados. enquanto o municipio do Rio de Janeiro foi afetado na semana seguinte, e
Belo Horizonte na quarta semana.

Diversos municipios metropolitanos foram atingidos subsequentemente. No entorno de SZo Paulo,
trinta € um municipios foram atingidos enfre a segunda e a quinta semana do evento. entre os quais
Ferraz de Vasconcelos, Carapicuiba, Mauad, Sdo Caetano do Sul, Santo André, S3o Bernardo do
Campo, Guarulhos, Osasco. Barueri, Cotia, Suzano, Vargem Grande Paulisia € Mogi das Cruzes.

Ao redor do Rio de Janeiro, Niteroi, Guapimirim, S30 Goncalo, Duque de Caxias, Belford Roxo,
ltaborai, Nova Iguacu, Marica, Queimados, S3o Jodo do Meriti, Mesquita, Magé e Nilopolis, entre
outros municipios, também ja apresentavam suas primeiras notificacdes antes de 30 de marco, ultimo
dia da quinta semana da epidemia.

Entre os municipios pertencentes ao espaco metropolitano de Belo Horizonte, Sete Lagoas, Nova
Lima, Betim, Contagem, Sabarad, Santa Luzia, Ribeirdo das Neves, Esmeraldas e Sarzedo tiveram
suas primeiras nofificacdes ainda no més de marco de 2020.

Uma espécie de controle da hierarquia urbana parece se delinear, também, quando se avanca para
as capitais regionais representadas na Figura 2. Em Minas Gerais, Uberaba, Uberlandia, Divinopolis &
Juiz de Fora fiveram seus primeiros casos de COVID-19 nolificados enire a segunda e quaria
semanas. Varginha e Pouso Alegre, por sua vez, enfraram para esse rol na quinta semana.

No Estadg de Sg"lo Paulo, capitais regionais importantes tambéem foram afetadas ainda no més de
marco. Sdo José dos Campos e Campinas apresentaram notificacdes na 4° semana a partir do
primeiro caso registrado no Brasil, ao passo que Piracicaba, Sorocaba e Santos tiveram casos na
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semana seguinte. Em todos esses casos, 05 municipios do entorno tiveram notificacdes, usualmente, em
datas posteriores.

Difusdo da COVID-19 entre os municipios segundo Patamar Populacional

Para a analise da relacdo enire difusdo da COVID-19 e os patamares populacionais dos municipios, opfou-
se por classes de até 20 mil (3.796 municipios), 50 mil (1.101), 100 mil (349), 500 mil (276), um milhdo de
habitantes (31) e acima (17 municipios). buscando-se agrupamentos segundo ordens de grandeza
significativamente distintas, que possam encerrar dindmicas urbanas e de integracio especificas. 0 que,
consequeniemente, poderia interferir em seus graus de proximidade social extramunicipal. Dessa forma, a
fracdo dos municipios assim classificados pode ser observada no Grafico 3.

Grafico 3 — Razdo de municipios com casos notificados por total de municipios no Brasil, segundo
nimero de habitantes em 2019
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Fonte: Elaborado por Augusto dos Santos Pereira a partir de dados disponiveis em IBGE (2019) e COTA (2020)
Nota: O grafico ignora uma minoria de casos reportados para os quais ndo ha identificacdo dos municipios.

Por meio do Grafico 3, € possivel observar que 0s dois grupos de municipios com numero de
habitantes a partir de 500 mil tiveram uma vertiginosa participacdo, de maneira que, no intervalo de
aproximadamente um més, nenhum desses 48 municipios se ausentavam de notificacdo. Houve
destague também entre os municipios com populacdo entre 100 mil e menos de 500 mil habitantes
(276 municipios), que foram todos afetados no intervalo de dois meses. Quase todos os 349
municipios com populacdo entre 50 e 100 mil habitantes foram afetados, o que levou, porém, todo o
periodo analisado para ocorrer. Durante o periodo, foram afetados pela epidemia aproximadamente
78,8% dos 1.101 municipios com populacdo superior a 20 mil e até 50 mil habitantes. Ja os 3.796
municipios com populacdo inferior @ 20 mil habitantes tiveram um periodo de baixa suscetibilidade as
notificacoes até 05 de abril. Desde entdo houve uma notavel aceleracdo de sua participacdo enire
aqueles com contaminacbes, chegando em 10 de maio a 1.374 municipios (37,3%).

Difusdo da COVID-19 entre os municipios segundo Nivel de Producao de Riqueza

Tendo em vista a necessidade de avaliacdo da difusdo da COVID-19 enire municipios brasileiros,
segundo classes de produco de rigueza, foi elaborado o Grafico 4, em que & possivel observa-los
agrupados em seis faixas de PIB: até R$ 50 milhdes (693 municipios); mais de RS 50 a RS 100
milhdes (1.109); mais de RS 100 a RS 500 milndes (2.447), mais de RS 500 milhdes a RS 1 bilhdo
(561); acima de RS 1 a RS 5 bilhdes (597); acima de RS 5 a RS 10 bilhbes (65); acima de RS 10 a RS
20 bilhdes (56); acima de RS 20 bilhdes (42).

Essas classes foram criadas considerando a mqnutem;éo de intervalos de grandeza suficientes para
caracterizar uma mudanca relevante de producao de riqueza entre classes e de maneira a garantir
uma minima representatividade de municipios em seu interior.
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Grafico 4 — Razdo de municipios com casos notificados por total de municipios no Brasil, segundo
PIB (RS milndes) em 2017
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Fonte: Elaborado por Augusto dos Santos Pereira a partir de dados disponiveis em IBGE (2017) e COTA (2020)
Nota: O grafico ignora uma minoria de casos reportados nos quais ndo ha identificacio dos municipios.

Pelo Grafico 4, nota-se que as frés primeiras classes. cujos municipios apresentam PIB acima de RS 5
hilndes, tiveram ritmo de exposicdo, segundo casos notificaveis. muito superior as demais, sendo aquela
que tinha 100% de seus municipios afetados (163) até 11 de maio de 2020. Os 597 municipios com PIB
entre 1 e 5 bilhdes de reais foram afingidos significativamente, de maneira que 89,6% deles ja
apresentavam casos até aquela data. As quatro classes municipais restantes mantiveram esse padrao de
menor proporcao de municipios afetados no final do periodo analisado.

Assim, como as medidas de hierarquia urbana e de populacdo parecem ter uma forte relacdo com o
processo de difusdo das primeiras notificacdes de COVID-19 entre os municipios brasileiros, vé-se que
existe também uma relacao importante com o PIB municipal. Para identificar se esse comportamento
persiste em relacdo ao volume de riqueza produzido e normalizado por numero de habitantes, os
municipios brasileiros foram agrupados em classes de PIB per capita, expostas no Grafico 5.

Grafico 5 — Razao de municipios com casos notificados por total de municipios no Brasil, segundo
PIB per capita em 2017 (R$)
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Fonte: Elaborado por Augusto dos Santos Pereira a partir de dados disponiveis em IBGE (2017; 2019) e COTA
(2020)
Nota: O gréafico ignora uma minoria de casos reportados nos quais ndo ha identificacio dos municipios.
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Dos 5.570 municipios brasileiros, 1.541 tinham PIB per capita de até RS 10 mil; 1.748 tinham acima
de RS 10 a RS 20 mil, 1.126 de R$ 20 a RS 30 mil, 594 com mais de RS 30 a RS 40 mil, 277 com
mais de RS 40 a RS 50 mil, 271 com mais de RS 50 a RS 100 mil e, por fim, 58 municipios com PIB
per capita acima dos RS 100 mil.

Nota-se que essa relacdo da difusdo da COVID-19 com o nivel de rigueza parece estar mais ligada
ao volume bruto, uma vez que a diferenca de exposicdo das populacbes nos municipios em
diferentes classes de PIB per capita ndo se mostra t2o distinta ao longo do tempo, conforme mostra o
Grafico 5.

Difusdo da COVID-19 entre os municipios segundo Volume de Exportagdes e Importagdes

Dado que parte significativa do fransito de mercadorias pode servir como fator de mobilidade de
pessoas entre os municipios. gerando proximidade social exiramunicipal e exposicdo da populacdo
municipal ao SARS-CoV-2, o ritmo de difusdo da COVID-19 entre municipios foi analisado em relacéo
aos volumes de exporiacdes e de importacbes.

E preciso destacar que a distribuicdo das exportacbes no Brasil € bastante desigual. No ano
de 2019, 3.374 municipios ndo apresentavam qualquer volume exportado; 274, até US 50 mil; 179,
entre US 50 e US 200 mil; 161, entre US 200 e US 500 mil; 177, entre US 500 mil e US 1 milhdo; 344,
entre 1 e US 5 milndes; 347, entre 5 e US 20 milhdes; 237, entre 20 e US 50 milndes; 177, entre 50 e
US 100 milhdes; 232, entre 100 e U$ 500 milndes; 93 acima de US 500 milhdes. A proporcdo de
municipios afetados nessas classes, por data de notificac@o, encontra-se no

Grafico 6.

Grafico 6 — Razao de municipios com casos notificados por total de municipios no Brasil, segundo
volume de exportacdes em 2019 (US FOB)
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Fonte: Elaborado por Augusto dos Santos Pereira a pariir de dados disponiveis em MDIC (2020) e COTA (2020)
Nota: O gréfico ignora uma minoria de casos reportados nos quais ndo ha identificacdo dos municipios.

Novamente um padrdo hierdrquico € notavel no processo de difusdo da COVID-19 entre os
municipios brasileiros, com destaque para os quase cem municipios com exportacdo superior a RS
500 milndes, atingidos em 93,6%, com decréscimo gradual de participacdo relativa infraclasse, até
aquela sem exportacdo, que contou com 43,7% dos seus municipios (1.475 municipios) afetados,
considerando-se a data de referéncia.

No que tange as importacOes, foram criadas as seguintes classes: sem importacdo (3.548
municipios); até US 50.000 (420), acima de 50.000 até US 100.000 (115); acima de 100.000 até US
500.000 (283). acima de 500.000 até US 1.000.000 (140); acima de 1.000.000 até US 5.000.000
(364), acima de 5.000.000 até US 10.000.000 (163); acima de 10.000.000 até U$ 50.000.000 (26);
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acima de 50.000.000 até U$ 200.000.000 (134); acima de 2000.000.000 até US 500.000.000 (64);
acima de US 500.000.000 (75). apresentadas no Grafico 7.

O Gréafico 7 mostra como as classes acima de U$ 200 milhdes em importacédo tiveram mais de 100%
de seus 139 municipios afetados pela COVID-19 até a data de referéncia, seguidos pela classe
imediatamente inferior (entre 50 e US 200 milhdes). com quase 95,5% de municipios (128 de 134)
afetados e pela classe de 10 a US 50 milhdes, com 84.4% de municipios com registros de COVID-19
(223 de 264).

Grafico 7 — Razdo de municipios com casos notificados por total de municipios no Brasil, segundo
volume de importacdes em 2019 (US FOB)
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Fonte: Elaborado por Augusto dos Santos Pereira a parir de dados disponiveis em MDIC (2020) e COTA (2020)
Nota: O grafico ignora uma minoria de casos reportados nos quais nao ha identificacdo dos municipios.

A difusdo da epidemia teve um grande processo de aceleracdo em direcdo aos municipios das
demais classes de importacdo. sobretudo a partir do final de marco de 2020, avancando, inclusive
sobre aqueles sem registro de importacdo. Ante o exposto. no que tange as exportacdes e
importacdes, & importante notar que a presenca da primeira contaminacdo apresenta coniaio com
fatores exogenos ao respectivo municipio, pode ter alguma dependéncia do papel que os
profissionais encarregados no transito de produtos podem exercer como vetores, de maneira que 0s
distintos volumes de transito possam ter incorrido em variacdo da exposicdo dos municipios 2
primeira contaminacao, ou. ainda. pode ser um fator relevante nos meses subsequentes ao periodo
levantado. Reitera-se gue as medidas de importacdo ou exporiacdo, no entanto, tém limitacbes, pois
nao indicam mobilidade de cargas em transacdes internas.

Difusdo da COVID-19 entre os municipios segundo Medidas Aeroviarias, Hidrovidrias e
Rodoviarias

Enguanto as medidas de exportacdo e importacdo ndo necessariamente se encontram diretamente
ligadas a mobilidade de pessoas, visto que o aumento do volume de carga pode ndo corresponder a
um aumento proporcional de pessoas que as conduzem, & adequado que sejam analisados dados de
mobilidade de pessoas por meios aeroviario, hidrovidrio e rodoviario, uma vez que esses podem
auxiliar a identificar as dreas em que existe maior risco de chegada da COVID-19 no contexto local, a
partir de pessoas em transito nos aeroportos, nas rodovidrias e nos portos.

Como proxy do volume de pessoas em movimento nas rodoviarias e portos hidroviarios, foi utilizado o
indice de proximidade rodovidria/hidroviaria (IBGE, 2016). No Brasil sd3o 184 municipios com indice 0;
183 com indice de até 0,2; 1.382 municipios com indice entre 0.2 € 0,25; 2.285 municipios com indice
entre 0,25 e 0,30; 1.332 municipios com indice entre 0.30 e 0,35; 189 com indice entre 0.4 e 0.5 e,
por fim, 15 municipios com indice superior a 0,45. Para fins de entendimento do indice, cabe observar
que SEo Paulo detém o maior, 0,56, o gue significa que a capital paulista tem ligactes de transporie
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de passageiros com 56% dos nos da rede rodoviaria do pais (no caso dos municipios portuarios ou
de transporte intermunicipal via rios. como no Norte do pais. esse indicador também se refere as
ligacbes hidroviarias).

No Grafico 8, observa-se que grupos de municipios com indice de proximidade mais elevado tendem
a ter maior proporcdo interna de municipios afetados. Os 15 municipios com indice de proximidade
acima de 0.45 se encontravam todos afetados pela COVID-19 ainda no més de marco. O grupo
formado por aqueles em que o indice de proximidade era de 0.40 a 0.45, contou com mais de 90% de
seus 189 municipios afetados por COVID-19 (171 municipios) no ultimo dia em andlise. Dos 1.332
municipios com indices de proximidade entre 0,35 e 0,40, 864 (65,6%) haviam sido afetados pela
epidemia até o limite do periodo investigado.

Grafico 8 — Razdo de municipios com casos notificados por total de municipios no Brasil, segundo
indice de proximidade
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Fonte: Elaborado por Augusto dos Santos Pereira a pariir de dados disponiveis em IBGE (2016) e COTA (2020)
Nota: O grafico ignora uma minoria de casos reportados nos quais nao ha identificacdo dos municipios.

Os grupos com menores niveis de proximidade apresentaram, de maneira geral, uma proporcao
menor dos seus municipios com casos confirmados, até a data limite do presente estudo, mas sem
que fosse detectavel uma relacdo linear enfre diminuicdo do nivel de proximidade na classe e a
proporcdo de municipios afetados. Isso ocorre por conta de algumas particularidades das medidas de
proximidade rodoviaria. Na classe de municipios sem ligacdo rodoviaria, por exemplo, vinte e nove
dos oitenta e frés municipios sem ligacdo rodovidria direta (indice 0) que apresentaram casos de
COVID-19 estdo ligados a metropoles ou capitais regionais, de maneira que, embora ndo contem
com sua propria rodoviaria, encontram-se em areas metropolitanas ou centralidades intermediarias
servidas por elas.

Seguindo-se com a analise da relacao entre o fluxo de pessoas e a difusdo da epidemia, & possivel
analisar dados de nimero de passageiros em voos nacionais e internacionais. conforme apresenta o
Grafico 9.

Assim, para fins da presente pesquisa, no Brasil, somente vinte € cinco municipios contavam com
voos internacionais, que. de maneira geral, fizeram parte das primeiras levas de municipios afetados,
como & possivel se observar no Grafico 9. Dada a origem externa da COVID-19, & inegével o papel
dos voos internacionais para a disseminacdo dos primeiros casos no pais. De fato, todos os
dezesseis municipios cujos aeroportos recebem mais de 20.000 passageiros internacionais por ano
foram atingidos em menos de um més do inicio do evento epidémico.
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Grafico 9 — Razdo de municipios com casos notificados por total de municipios no Brasil, segundo
classe de passageiros em voos internacionais
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Fonte: Elaborado por Augusto dos Santos Pereira a partir de dados disponiveis em ANAC (2020) e COTA (2020)
Nota: O grafico ignora uma minoria de casos reportados nos quais nao ha identificacdo dos municipios.

O rol de municipios com voos domésticos € maior, com 159 no ano de 2019. Todos os dezenove
municipios com trénsito de mais de 1 milhdo de passageiros por ano foram atingidos até 20 de
marco. Na sequéncia, os trinta e um com transito de passageiros na ordem das centenas de milhares
até um milhdo foram atingidos até 08 de abril. As demais classes de municipios, conforme nimero de
passageiros nacionais, também se destacam do comportamento dagueles municipios sem aeroportos
— Grafico 10.

Grafico 10 — Razdo de municipios com casos notificados por total de municipios no Brasil, segundo
classe de passageiros em voos nacionais
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Fonte: Elaborado por Augusto dos Santos Pereira a partir de dados disponiveis em ANAC (2020) e COTA (2020)
Nota: O grafico ignora uma minoria de casos reportados nos quais ndo ha identificacdo dos municipios.

Nota-se que as medidas de proximidade rodovidria-hidrovidria e as de nimero de passageiros em
voos intemacionais ou domésticos apresentam uma grande relacdo com o processo de difusdo da
COVID-19 entre municipios brasileiros. E possivel que medidas de resiricdo a mobilidade das
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empresas de transporte rodoviario e hidrovidrio tomadas no Brasil tenham surtido algum efeito no
processo de difusdo municipal da COVID-19. Ainda assim. o monitoramento futuro desses
indicadores pode ser relevante, sobretudo em momentos de relaxamento das estrategias de
distanciamento/isolamento social.

Difusdo da COVID-19 entre os municipios segundo Classes de Relevancia do Turismo

O tunismo, por sua inirinseca ligacdo com a mobilidade de pessoas, seja para fins de lazer ou
negocios, seguramente tem um efeito importante na forma como ocorre a difusdo territorial de uma
epidemia da magnitude da COVID-19. Por essa razdo, adiante € apresentada a relacdo entre classes
de municipios segundo competitividade para o turismo e a evolucdo das notificacdes de COVID-19.

No ano de 2019, 2.694 municipios com alguma participacdo no setor de turismo foram classificados
segundo niveis de relevancia, enguanto os 2.876 municipios restantes ndo apresentaram participacdo
notével a ponto de entrarem no estudo do Ministério do Turismo (2019). A classe A, a mais alta, tinha
62 municipios; a B, 257;a C, 475;a D, 1522; e a E, 377.

O Gréfico 11 mostra que & muito alta a correlacdo entre as classes de turismo e a proporcédo de
municipios afetados pela COVID-19, no periodo em analise. em que pese o fato de 0s municipios
sem classificaco terem maior participacao fanto relativa como absoluta, quando comparados com 0s
municipios de classe de competitividade E.

Grafico 11 — Razdo de municipios com casos notificados por total de municipios no Brasil, segundo
classes de relevancia do Turismo
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Fonte: Elaborado por Augusto dos Santos Pereira a pariir de dados disponiveis em MINISTERIO DO TURISMO
(2019) e COTA (2020)

Nota: O grafico ignora uma minoria de casos reportados nos quais nao ha identificacdo dos municipios.

Ressalta-se que o turismo € um indicador que aponta para a relevancia de um acompanhamento de
diferentes fatores no monitoramento da difusdo territorial da COVID-19. Isso porgue, ao mesmo
tempo que aponta para os mesmos casos ja identificados por ouiras medidas (como Populacdo, PIB
e hierarquia urbana), destacando-se como elevados 0s casos de SZo Paulo, Rio de Janeiro, Salvador
entre outros, também aponta para a relevéncia de municipios ndo evidenciados por agueles
indicadores. Assim, 0s municipios como llha Bela (SP), Porto Seguro (BA) e Caldas Novas (GO),
entre outros. que ndo se encontram no topo de qualquer oufra medida levantada até agora,
apresentam no turismo um elemento relevante, por comporem indice A de competitividade. E
razoavel reconhecer, portanto, que as medidas sobre turismo, conjugadas a outras, conformam
indicadores importantes para a categorizacdao dos municipios com maior suscetbilidade a
apresentacdo/ocorréncia de casos de COVID-19.
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Classes de Municipios Segundo Grau de Exposicdao ao Risco Decorrente de Proximidade
Social Extramunicipal

No periodo avaliado, os dados apontam para uma difusdo com ritmos distintos da epidemia entre os
municipios, de maneira que alguns grupos podem ser identificados. O primeiro deles, € um grupo de
municipios com elevada exposicao ao risco de insercdo do virus no contexto comunitario, visto que
contou com substantivo nimero de municipios com casos ja no primeiro més da difusdo. Esses
municipios apresentam uma ou mais das seguintes caracteristicas: elevada ou intermediaria
hierarquia urbana (polos metropolitanos e integrantes dos espacos metropolitanos, bem como
capitais regionais ou até centros sub-regionais); com populacdo a partir de 500 mil habitantes; com
PIB a partir de RS 5 bilhdes; ou com importacées acima de R$ 200 milhdes; com indice de
proximidade rodovidria/hidroviaria acima de 0,45; acima de 20.000 passageiros por ano em voos
internacionais de seus aeroportos; acima de 100.000 passageiros em voos domeésticos; classe A de
competitividade do turismo.

Qutro grupo identificavel & formado por municipios cuja participacao relativa entre aqueles com casos
de COVID-19 cresceu significativamente a partir do vigésimo dia da primeira notificacdo no pais.
Esses municipios apresentam as seguintes caracteristicas, ndo necessariamente concomitantes:
centros de zona A ou centros sub-regionais B; municipios com mais de 50 mil até 500 mil habitantes;
PIB enire R$ 1 e RS 5 bilhdes, imporiacdes entre RS 10 e RS 200 milhdes; indice de proximidade
entre 0.4 e 0,45; até 20.000 passageiros em voos internacionais; acima de 10.000 até 100.000
passageiros em voos domeésticos; classe B de turismo.

Um terceiro grupo & formado por centros de zona B; populacdo entre 20.000 e 50.000 habitantes;
entre RS 500 milndes e R$ 1,0 bilhdo de PIB; importacdes entre RS 50 mil até R$ 10 milhdes; classe
de proximidade abaixo de 0.4 — abaixo desse limiar, ndo se evidencia um padrdo claro para
delimitacdo de grupos de municipios com diferentes niveis de suscetibilidade. por essa razdo, as
duas classes de menor suscetibilidade apresentadas ndo sdo diferenciadas por esse parametro; com
aeroporio em que circulam até 10 mil passageiros em voos domésticos. mas sem viagens
internacionais de passageiros; nivel C de competitividade de turismo C.

Por fim, os municipios que tiveram menor suscetibilidade relativa ao longo do periodo, foram aqueles
com: hierarquia urbana de centro local; PIB abaixo de RS 500 milhdes, sem importacdes ou com
importacoes com valor de até RS 50 mil em 2019, sem aeroporto com viagens internacionais ou
nacionais; competitividade de turismo D ou sem rangueamento no tema.

CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho buscou entender de que forma fatores de proximidade social extramunicipal
condicionam o grau de exposicdo das populacdes nos diferentes municipios brasileiros ao risco de
contaminacdo por SARS-CoV-2. Para tanio, baseou-se em matriz tedrica que considera gue
condicOes sociais, ambientais e etiologicas, combinadamente, conformam fatores explicativos das
difusdes de doencas infectoconiagiosas, o que reafirma a imporidncia do conceito de espaco
geografico na anélise de difusdo desse tipo de doencas, em geral, € da COVID-19, especificamente.
Nesse interim, considerando-se as evidéncias da proximidade social como fator relevante em sua
disseminacao, foram buscados dados sobre fatores de proximidade social extramunicipal, ou seja, de
elementos que indiguem que individuos pertencentes & populacio de determinado municipio tenham
maior probabilidade de interacdo com individuos ndo-residentes, com origens em outros municipios
ou mesmo no exterior. Os dados escolhidos (hierarquia urbana, patamar populacional, producdo de
riqueza, transito de mercadorias, transporte de passageiros e turismo) foram comparados com
agueles de data notificacdo do primeiro caso em cada municipio brasileiro.

Os resuliados mostram que, com diferenies iniensidades, esses fatores de proximidade social
extramunicipal estao associados a diferentes graus de exposicao das populacdes nos municipios ao
risco de introducdo de SARS-CoV-2 ao longo do tempo. Em cada municipio, os primeiros casos
podem resultar da exposicdo a contaminacdo, o gue resulta de diversas dinamicas sociais: transito de
turistas, pessoas de classe média, que estdo voltando de férias alhures, caminhoneiros com
mercadorias em transito eic. Nao ha como identificar qual a participacdo de cada um desses fatores
na efetiva chegada dos primeiros casos entre residentes nos municipios. Por essa razdo, as medidas
de hierarquia urbana, de concentracbes populacional e econdmica, de integracdo por fluxos de
pessoas e de atracdo para o turismo apresentadas parecem servir como identificacdo de distintos
patamares de participacao dos municipios nos fluxos intermunicipais, regionais, nacionais e globais,
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gque, em suas crescenies escalas de grandeza, relacionam-se com um menor ou maior grau de
exposicao da populacdo a introducdo local do virus.

Em meio a um contexto de crescente integracdo territorial, para além dos eixos mais dinamicos do
Centro-Sul, a difuséo geografica da COVID-19 no Brasil se mosira como um fendmeno com potencial
para alcancar todos os municipios do pais. O processo ocorre, porém, com suas particulandades, de
forma que a difusdo se da por uma espécie de distancia topologica. em que fatores de integracdo e
mobilidade populacional, niveis de ceniralidade, transito de pessoas para fransporie de produtos,
concentracdo populacional e econdmica, bem como destaque nos servicos de iurismo criam
condicOes para maior risco a manifestacdo da doenca dentro dos territorios municipais de destaque, a
partir dos guais se disseminam para 05 municipios de seu entorno mais proximo, em que a l1ogica
topologica se associa & proximidade euclidiana e ao avizinhamento.

Esse tipo de medida em fracdo de grupos de municipios atingidos e as cinco classes municipais
obtidas podem servir para a elaboracdo de indice de suscetibilidade municipal a contaminacbes
externas por COVID-19, representando um dado de probabilidade varidvel no tempo.

E possivel gue o papel de diversos desses fatores aqui levantados tenham comportamentos distintos
ao longo do tempo, de maneira que, em um primeiro momento, 8 mobilidade de passageiros
internacionais, sobretudo em cruzeiros e aeroportos. fenha tido maior relevéncia na difusdo da
epidemia nas primeiras semanas, enquanto ouitras mobilidades (de prestadores de servicos de
entrega, de viajantes em transporte rodoviario. hidrovidrio e aerovidrio de passageiros domeésticos)
passem a ter maior relevancia ao longo do tempo. o que forna o monitoramento da expansdo da
epidemia em face das métricas aqui apresentadas um procedimento vidvel de subsidio as politicas de
contencao, as estratégias de distanciamento/isolamento social e as futuras fases de abertura.

Qutros indicadores ndo adotados no presente trabalho podem contribuir para melhores resultados
explicativos & para o monitoramenio. Em lugar do PIB per capita. por exemplo, a renda média das
familias pode ser um elemento de elevada importancia, uma vez que oS primeiros casos tiveram
muita associaco com viajantes internacionais, mais comuns entre os exiratos socioecondmicos mais
altos. Da mesma forma, os esiudos sobre aglomerados populacionais podem ajudar a identificar
classes de municipios com maior integracdo por pendularidade populacional, que, porventura,
componham distintos niveis de suscetibilidade.

Cabe desiacar que, ao menos com os dados considerados, 0s cinco grupos resultantes dificiimente
poderiam ser operacionalizados a contento por técnicas tradicionais de analise de clusters, ou
exigiriam procedimentos bastante custosos de engenharia de atributos — feature engineering —, uma
vez gue muitos municipios com caracteristicas significativamente diferentes foram atingidos a cada
semana do evento epidémico, o gue seria tomado como “ruido” por esses modelos. Dessa forma, o
procedimento aqui adotado, pela avaliacdo da relacdo de cada fator com o ritmo de exposicao relativa
dos municipios aos primeiros casos notificados, parece contornar esse tipo de limitacao.
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Mast Cells in Alveolar Septa of
COVID-19 Patients: A Pathogenic
Pathway That May Link Interstitial
Edema to Immunothrombosis

Jarbas da Silva Motta Junior’*, Anna Flavia Ribeiro dos Santos Miggiolaro ™,
Seigo Nagashima', Caroline Busatta Vaz de Paula’, Cristina Pellegrino Baena’*,
Julio Scharfstein® and Lucia de Noronha’

' School of Medicne, Pontiicia Liniversidade Catdlica do Parang PUCPR. Quntiba, Brali, * Hospial Marceino Champagnat,
Cudtiba, Braal * Instituto de Bofsica Cavios Chagas Filho, Universidade Fadenal Do o de Janeiro, Rio de Janavo, Braal

It is currently believed that innate immunity is unable to prevent the spread of
SARS-CoV-2 from the upper airways to the alveoli of high-risk groups of patients.
SARS-CoV-2 replication in ACE-2-expressing pneumocytes can drive the diffuse
alveolar injury through the cytokine storm and immunothrombaosis by upregulating the
transcription of chemokine/cytokines, unlike several other respiratory viruses. Here we
report histopathology data obtained in post-mortem lung biopsies of COVID-19, showing
the increased density of perivascular and septal mast cells (MCs) and IL-4-expressing
cells (n = 6), in contrast to the numbers found in pandemic HIN1-induced pneumonia
(n = 10) or Control specimens (n = 10). Noteworthy, COVID-19 lung biopsies
showed a higher density of CD117™ cells, suggesting that c-kit positive MCs
progenitors were recruited earlier to the alveolar septa. These findings suggest that
MC proliferation/differentiation in the alveolar septa might be hamessed by the shift
toward IL-4 expression in the inflamed alveolar septa. Future studies may clarify
whether the fibrin-dependent generation of the hyaline membrane, processes that
require the diffusion of procoagulative plasma factors into the alveolar lumen and the
endothelial dysfunction, are preceded by MC-driven formation of interstitial edema in the
alveolar septa.

Keywords: SARS-CoV-2, COVID 18, mast cells (MC), cell-mediated i ity, i interleukin-4
(IL-4)

INTRODUCTION

As the pandemic caused by SARS-CoV-2 spreads to developing countries, the number of patients
requiring intensive care treatment in overcrowded hospitals keeps increasing, limiting the clinical
staff’s capacity to prevent fatal outcomes. Viewed from the dinical perspective, the aims are to
amcliorate respiratory functions by reducing the diffuse alveolar damage (DAD) that causes acute
respiratory distress syndrome (ARDS) and to prevent the systemic thrombeosis and multiple organ
failure (1).

Although the temporal link between inflammatory edema and intra-alveolar hyaline membranes
15 yet to be proven, it has been established that infected pneumocytes undergoing apoptosis induce
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an inflammatory response conducting to interstitial edema and
the consequent influx of plasma-borne procoagulative factor
accumulating in interstitial spaces. The procoagulative factor-
rich interstitial edema so would leak through intra-alveolar
spaces triggering fibrin deposition over the damage alveolar
septa (hyaline membranes). Converging with these infection-
associated inflammatory lesions, patients afflicted with severe
COVID-19 DAD mount a systemic immunothrombosis response
that is steered by hyper-activated leukocytes. Particularly
sensitive to microthrombi deposition, the alveolar capillaries
are cventually clogged with thrombi, further disabling oxygen
transfer to the bloodstream (2, 3).

Strategically localized in the subendothelial region, mast cells
{MCs) are specialized innate sentinel cells that, upon activation,
induce microvascular leakage, thereby linking immunity to
pro-inflammatory and procoagulative networks as complement
and the contact/kallikrein-kinin system (4-6). Despite evidence
that MCs sense RNA viruses via TLR7 (7), MC-dependent
increases in microvascular permeability might be potentiated
by a myriad of soluble inflimmatory mediators, including
complement anaphylatoxins and tissue-derived alarmins (7, 8).
Although MC targeting by cromolyn inevitably comes to mind
as a low-cost therapeutic option, it has been reported that
traditional MC stabilizers are far less potent inhibitors of MC
release of inflammatory mediator than luteolin analogs, recently
recognized as alternative drug therapy in corona-virus infection
(8,9).

The current study was partly motivated by a recent report
showing the transcriptional profile of epithelial cells infected
by SARS-Cov-2 vs. other human respiratory viruses (10). In
contrast to the phenotypic properties of other viruses, the
antagonism of (anti-viral) type-I and type III interferons are
associated with a robust increase in the transcriptional program
of chemokines/cytokines in SARS-Cov-2-infected epithelial cells.
At first sight, these results raise the possibility that specific subsets
of leukocytes (or their progenitors) might be recruited to the
inflamed lung via upregulated secretion of specific chemokines.
Although the dynamics of leukocyte recruitment to the alveolar
septum of COVID-19 are unknown, we reasoned that some
of the pathological features associated with severe COVID-19
could result from MC recruitment and/or maturation. Following
this reasoning, we sought to compare the immunopathological
aspects described in COVID-19 with knowledge already acquired
in other respiratory viral pandemics, such as the pandemic
Influenza A virus HIN1 subtype (HIN1pdm09) (11).

STUDY DESIGN AND POST-MORTEM
RESULTS

Post-mortem Samples and Methods

The present study was approved by the National Research Ethics
Committee (Conselho Nacional de Etica em Pesquisa—CONEP),
protocol number 3.944.734/2020 (COVID-19 patients), and
2.550.445/2018 (HIN1pdm09 and Control patients). All methods
were carried out following relevant guidelines and regulations.

Families permitted the post-mortem biopsy of the cases of
COVID-19 and HIN1pdm09.

We performed a histopathological study to compare the
distribution of MCs in post-mortem lung biopsies of patients
with COVID-19 (COVID-19 Group, n = 6, positive nasal
swab RT-PCR for SARS-CoV-2 confirmed in more than one
test) and post-mortem biopsies from patients with HIN1pdm09
infection (Group HINI, n = 10, positive RT-PCR in fresh lung
samples). Also included in this study was a Control group of
lung samples (n = 10) from patients who died from neoplastic
or cardiovascular diseases.

Clinical data were obtained from medical records during
hospitalization in the Intensive Care Unit (ICU). A minimally
invasive lung post-mortem biopsy was performed through a
left anterior mini-thoracotomy with upper left lobe segment
resection. The areas selection followed two criteria; (i) area
with more severe lung injury identified on tomography and
(u) preferably in the left lung due to the mini-thoracotomy
technique. The resected pieces wereup to 3 x 3 cm.

The lung samples provided by post-mortem biopsy were
formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) and stained with
hematoxylin and cosin (H&E).

As read-outs, MCs and progenitors were identified by
immunohistochemistry (IHQ) using a polyclonal antibody anti-
CD117 (c-kat polyclonal rabbit anti-human, Dako Agilent,
A4502) staining on FFPE samples. The secondary polymer
was Reveal Polyvalent HRP-DAB Detection System, Spring
Bioscience, CA, USA. Specificity controls were performed by
(1) omitting the primary antibody (negative control) and (ii)
testing skin tissues with mastocytosis (positive controls for anti-
CD117). MC and degranulation responses were identifying by the
toluidine blue (TB) stain.

CD117% (only nucleated cells) and MCs were scored (IHQ
and TB) exclusively in the alveolar septa and perivascular spaces,
by counting the positive cells per high-power field (HPF —40x
Olympus objective —0.26 mm?). Average scores were obtained
by screening 10 randomized HPFs (total area of 2.6 mm?
per case).

The immunohistochemistry technique was also used
to identify the expression of the interleukin-4 (anti-IL-4,
Polyclonal/Rabbit, clone PA5-25165, dilution 1:200, Thermo
Fisher). As stated for CD117 immunostaining, we used as
secondary polymer Reveal Polyvalent HRP-DAB Detection
System, Spring Bioscience, CA, USA, and positive and negative
controls were performed.

The slides of IL.-4 were scanned (Axio Scan Scanner. Z1, Carl
Zeiss, Germany), and the ZEN software selected ten HPF (40x
objective). The immunopositivity areas were measured by the
Image-Pro Plus software version 4.5 (Media Cybernetics, USA).
Subsequently, these areas were converted into percentages to
cnable statistical analysis.

The comparison of the quantitative variables of the two groups
was performed using the non-parametric Kruskal Wallis test.
Values of p < 0.05 indicated statistical significance. The data were
analyzed using the IBM SPSS Statistics v.20.0 software. Armonk,
NY: IBM Corp.
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TABLE 1 | Comparison between COMID-18, H1N1, and Control groups acconding to cinical and histopathologeal Endings.

Data COVID-18 (N = 6) HIN1 (N = 10) CONTROL (N = 11)
Gender Male 4 |66.6%) Make B {BD.0%) Male B (72.7%)
Female 2 {33.4%) Female 2 (20%) Fermale 3 {27.3%)
0.551° 0.793*
Age lyears® 76.5/80.5 (53-87) 43.5/44 (23-81) 42.3/45 (18-80)
0.005* 0.003*
Comorbicities inumber of caseas) Hypertansion (4/6) - -
Dysipideria (1/5)
Hypothyroidiam {1/8)
Class i cbesity (2/6)
Desmanta {2/6)
Diabetes Malitus (1/6) Chronic
Kidney Disaase [2/6)
Coronary Disease (2/6)
Tine from hospalzation 1o daath (Gaysy* 12.8/10 (2-32) 470/1.5(1-19) 7.6/4 (1-48)
0.co8* 0.014*
Mechanical ventitation™ 9.7/8 {0-21) 47015 (1-19) -
0.185° =
L4 tissus expression™® B.26/9.37 (0.71-13.39) 0.54/0.41 (0.19-1.12) 2.84/2.26 (0.23-7 41)
o.003* 0.0509"

Nurber of CO117+ cals*= 8.93/11.25 (2.90-12.70)

Nurrier of Mast cels loluiding bl 1.58/1.35 (1.50-1.05)

1.03/0.65 (0.20-3.10)
0.002°

0.51/0.35 (0.10-1.40)
0.001*

0.08/0.10 (0.30-0.00) 0.05/0.00 (0.20-0.00)
o.0o1* 0.001*

 Tissue expression in percentage per HPF.
“Numnber of COT17+/MCs 1 10 HFF (average).
“prvabes obtaned were compared between COMD-18 vs. HINT.

* pvabues abdaned were compand betwean COVID- 19 and Control group. p-vakues were performed using the nan-paametnc Mann-Whney fest (o = G051

Histopathological and

Immunohistochemical Results

Clinical characteristics of the COVID-19, HIN1, and Control
groups as age, survival (time from hospitalization to death),
mechanical ventilation, tissue expression of [L-4, CD1177 cells,
and MC score are listed in Table 1.

The COVID-19 group presented type 2 pneumocyte
hyperplasia, hyaline membranes, and septal thickness with
mild lymphocytic infiltration characterizing proliferative DAD.
Furthermore, COVID-19 biopsies showed numerous fibrinous
thrombi (Figure 1) following by neutrophilic endotheliitis. Signs
of secondary bacterial pneumonia were not observed. Although
the formation of hyaline membranes was also observed in HINI
biopsies, the histopathological features of these patients were
distinguished by a marked increase in septal thickness associated
with lymphocytic infiltration and a massive intra-alveolar
influx of neutrophils. There was no expressive necutrophilic
endotheliitis in HIN1 cases. Signs of bacterial coinfection were
found in 8 cases.

COVID-19 group samples presented numerous MCs. These
innate sentinel cells were more frequently localized in the
perivascular spaces between the alveolar sacs and terminal
bronchioles and in the alveolar septa, close to the alveolar
capillaries. The results presented in Figure 1 and Table 1 show
the distribution of CD1177 cells (IHQ) and MCs (TB) in post-
mortem lung biopsies of patients with COVID-19 with a striking

difference in the number of CD117% cells and MCs between
the COVID-19 group and the HINI (p = 0.002 and 0.001,
respectively) and Control (p = 0.001 and 0.001, respectively)
groups. The number of MCs counted by the TB technique was
about 5-fold lower than the number of CD1177 cells (IHC).
MC degranulation (TB) was consistently seen in the alveolar
septa of COVID-19, as well as TBT individual granules (non-
nucleated) dispersed in tissues and MCs with depleted cytoplasm
(Supplementary Figure 1).

By morphological criteria, the pulmonary cells expressing [L-4
are mainly alveolar macrophages and type Il pneumocytes in all
three groups (Supplementary Figure 1). The COVID-19 group
presents statistically significant higher tissue expression of IL-
4 (Table 1 and Figure 1) compared to HINI (p = 0.003) and
Control groups (p = 0.0509, borderline).

DISCUSSION

Despite their functional heterogeneity, human MCs are known to
produce a wide range of pro-inflammatory molecules, including
distinct categories of mediators stored in secretory granules.
Among those that modulate endothelial barrier function are
classical vasoactive mediators, such as histamine, leukotriene
B4 and LTC4, prostaglandin D2, vascular endothelial growth
factor, serine proteases, such as tryptase and chymase. MCs
also contribute to cytokine networking by releasing the type-2
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FIGURE 1 | Graphs demonstrate the IL-4 tissue expression (percantage per HPF), the numiber of MCs (TB), and the number of CD117+ ceals (IHQ) in the alveolar
septa of the COVID-19 group compared to the HINT and Conlrol groups. Non-parametdic Kruskal Walls test. Values of p < 0.05 ndcated statistics significance.
Histological saction (HEE —A) shows eidencs of microvascular involvement through endothela activation [Diack amow) and increased vascular permeability
marifested by the formation of parivasoular sdema (asterisk), (B) (TB) shows thrombosis (asterisk) and perivascutar MC (Dlack arow). (C,D) (TB) show evidance of
dagranulating (C —black arrow) and ntact MCs (D—biack srrows) and in the alveollr sapta and pervasculsr spaces. in patients of COMD-13 (C), HINT (D—uppar)
and Controt (D—undar) groups: (E) Of the COVID-19 group sample shows the massive presance of CO117* nucleated cells (black armows) compared o
photomicrograph (F) of the HIN1 group sample (black arrow). Scale bar -S0um. Scanned by the Axio Scan Scanner. Z1 (Carl Zeiss, Germary) with 40x (A-D) ana

cytokine IL-4 and IL-6, a pivotal player in the systemic cytokine
storm associated with severe COVID-19 (12).

Although MC-denived histamine is a classical inducer
of microvascular leakage, previous analysis of MC function
in allergic lung discase (13) linked bradykinin-induced
inflammation to extravascular activation of plasma-borne
contact factors by heparin (14) and/or polyphosphates (15),
both of which are released from MC secretory granules. We
observed the presence of degranulated MCs in the alveolar
septa, regardless of the nature of the inflammatory mediators
released by infected epithehal cells. It is tempting to speculate
that MC-driven microvascular leakage favors the intra-alveolar
formation of the hyaline membrane by harnessing the diffusion
of plasma procoagulative factors from the interstitial space into
the alveolar sac.

Previous studies in mice infected by SARS-Cov supported
the concept that ACE-2 (angiotensin-converting enzyme 2)
internalization following virus entry in epithelial cells worsens
lung inflammation by down-modulating the surface expression
of ACE-2, a key regulator of the renin-angiotensin system
(16). Although the anti-inflammatory cffects of ACE-2 are
usually attributed to its ability to degrade angiotensin II,
studies in mice deficient of ACE-2 demonstrated that this
metalloprotease dampens LPS-induced inflammation in the lung

by degrading des-Arg-bradykinin, ic, the high-affinity ligand
of BIR, a subtype of endothelial bradykinin receptors whose
surface expression is strongly upregulated by pro-inflammatory
cytokines (16, 17).

Multiple mechanisms, including complement components
(c.g.. C5a) (18) and inflammatory cytokines (e.g., TNF-alpha),
can mediate MC activation. Among these, immunoglobulin E
(IgE) is probably the best known. Regarding the endothelial
injury triggering immunothrombosis, activated MCs can release
pro-inflammatory cytokines (e.g., IL-6) to induce matrix-
degrading protease expression from endothelial cells, causing
endothelial barrier injury. Activated MCs can also release
proteases (e.g., tryptase) to induce vascular cell apoptosis,
angiogenic factors to stimulate angiogenesis and histamine (19).

Another contrasting histopathological feature between
COVID-19 and HIN1 described in our report was the
increased numbers of [L4-expressing cells in the alveolar
septa of patients with severe COVID 19. Classically produced
by Th2 lymphocytes, IL-4 is a type-2 cytokine also secreted
by MC, basophils, cosinophils, and innate lymphoid cells-2.
Interestingly, longitudinal analysis of peripheral immune profiles
of SARS-Cov-2 patients has recently revealed that cytokine
signatures displayed by severe COVID-19 patients are shifted
toward the type-2 cytokine profile. At the same time, type-1/3
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responses are shared with the profiles of patients with moderate
clinical manifestations (20). Although peripheral IL-4 responses
were not as prominent as IL-5, IL-13, IgE, and cosinophils, the
authors pointed out that severe clinical outcomes were associated
with an upward trend for the [L-4 cytokine. Intriguingly,
they also reported that levels of IgE levels were significantly
higher in severe patients and continued to increase as the
discase progressed.

IL-4 can impair endothelial barrier function by inducing
cytoskeleton remodeling. [L-4 may upregulate the expression
of vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) and monocyte
chemotactic protein-1 (MCP-1), induce hyperpermeability and
cause microvascular leakage (21). By morphological criteria, IL-
4-expressing cells in COVID-19 patients include alveolar M2
macrophages and type Il pneumocytes. It is unclear whether
a fraction of the IL4-expressing cells found in the alveolar
septa are represented in the single-cell RNA sequencing profiles
generated from peripheral blood moenonuclear cells of COVID-
19 patients. Interestingly, there is a precedent that IL-4 can
induce hyperpermeability of vascular endothelial cells through
the activation of the Wnt5A signaling pathway (21).

The presence of mast cells at the site in human tissues
associated with its ability to release proangiogenic VEGF-A,
histamine, tumor necrosis factor-u and several other vasoactive
mediators of endothelial activation in the inflamed alveolar
septa may have an indirect impact on platelet adhesion
to the endothelial lining, and subsequent fibrin formation
via cooperative activation of extrinsic/intrinsic pathways
of coagulation (14, 15, 22). Inevitably, under the adverse
influence of the cytokine storm, the risk of the microthrombi
formation may increase. Besides, SARS-CoV-2 infection can
induce lung tissue damage, resulting in activation, aggregation,
and entrapment of the platelet leading to thrombosis and
consumption coagulopathy (23).

While supporting the notion drug targeting of the
KKS/B2R/BIR axis may protect patients from SARS (24),
the experimental findings and arguments outlined in this study
should encourage dinicians to conduct randomized trials to
evaluate the potential benefit of low-cost therapy with MC
stabilizers. Another potentially useful strategy could be to target
the subsets of chemokines that presumably recruit C-kit positive
MC progenitors to the injured/infected alveolar tissue, or by
blocking the activity of mediators and growth factors drive
MC maturation in the alveolar septa (25-27). This is the first
report in the literature showing that increased MC density is a
distinguishing pathological feature in the lungs of COVID-19
patients compared to HIN1-induced pneumonia.

The contrasting scores of CD117" cells and MC numbers
(TB) in the alveolar septa of COVID-19 vs. HINI groups might
reflect different rates of progenitors to the lung. Since TB staining
is dependent on the presence of granules in the cytoplasm
of tissue MCs when activated, MC may be undergoing active
degranulation and showing reduced granule proteins in their
cytoplasm, which in turn would reduce TB staining. Hence
tissue MC degranulation could explain a discrepancy between
CD117 and TB staining in the alveolar septa. Additional clinical
studics are required to determine whether these discrepant

phenotypes are due to age factors or a more extended time
from hospitalization to death of COVID-19 patients (mean 12.8
days) than HIN1 patients (mean 4.7 days). Finally, the finding
that CD117" cells showed higher scores (about 5-fold over TB)
suggests that the c-kit positive cells could include MCs and their
progenitors, blood progenitor cells, CD317 cells, and type 2
innate lymphoid cells (28).

Our study presents some limitations that merit consideration.
Given the scarcity of larger samples of collected post-mortem
lung biopsies in this highly contagious environment of COVID-
19 Intensive Care Units, our sample is limited. It is essential to
interpret our findings with caution and validate them in other
samples to replicate our results. Additionally, data based on FFPE
post-mortem samples only provide static information at the time
of death. They cannot reconstruct the evolving disease process.
Furthermore, the COVID-19 and HINIpdm09 are different
pandemic diseases concerning their demographic risk groups,
pathophysiology mechanisms, and coinfection prevalence.

In conclusion, we propose that drugs that uncouple the
MC link to pro-inflammatory proteolytic networks, such as
complement and the kallikrein-kinin cascade, may inhibit
interstitial edema in the alveolar septa. By protecting the
microvasculature from excessive leakage, MC stabilizing drugs
may limit the intra-alveolar formation of the hyaline membrane
while attenuating immunothrombosis in severe COVID-19.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Kgywords The COVID-19 pandemic iz a worldwide threat. and information on physiopathological aspects of the dizease iz

Covarle limitad Daspita afforss in searching trearment options, 2 batter understanding of the SARS-CoV-2 pachways can

oy | contribute to managing severe cases. In thiz study, we aim to describe pathological and immunopacthogenic

m;; oy findings o.f two different cases, both in the high-risk group. Post-mortem lung biopsies were analyzed by

RS = et wraditional and i hiztochemical mechods. Tissue expression of innmate and adaptive imumune response

. - - biomarkers was tested. We observed 2 higher innate response in cagze 1 with an abundance of mase calls, scarce

CDE* lymphocytes, high exp of TNP-2lpha, and almost absent adapeative i P Incaze 2, the
adaptative & P was p , with CDE" lymphocytes and higher lavels of IL-4 and TGF-
betz. Both cazes converged to a prothrombotic state expreszing high IL-6, followed by ICAM-1 axpreszion and
endotheliitez leading to systemic inflammarory response syndrome. In concluzion, differences in age and
comorbidities and i P dezcribed hers may be related to the SARS-CoV-2 delay in the adaptative
immune response, evolution stage of diffuse alveolar damage, and progression for systemic inflammatory
response syndrome.

1. Introduction chest computad tomography exams [1], and studies show about 3.29% of

patients in China required the onset of assisted breathing therapies such

The world iz currently going through the COVID-19 pandemics, and as intubation [2].
the death toll iz still on the rise worldwide. Amidst this oubling time, The SARS-CoV-2 pandemic is unique dus to a few notable features in
razearchers and health care providers strive to find the best therapeutic the wvirus: first. we observe itz high affinity to the angiotensin-
swategies, and despite 2l efforts, there iz sdll no robust evidence to- convertase-enzyms-2 (ACE-2) receptors [2]; zecondly, it iz high glyco-
wards a definitive treamment. sylated spike proteins that have low immunogenicity, thirdly its recent
Padent: infected with the SARS-CoV-2 tend o develop acure respi- leap from animal to human meaning that there iz a high susceptibility
ratory distress syndrome (ARDS) presenting ground-glass opacities on rate. The high viability in the external environment and, finally, delaved
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adaptive immune response to the virus means patients are vectors for
thiz virus for long periods. All thess factors may conwibute to the quick
and sustainad spreading of the virus [4 &].

Once infecdon reaches the lungs, pneumocytss and macrophages
will inidate an innate immune response favoring a dispropertonate
immunologic response and endotheliites with micrethrombdi formation
[4], pathological injuries also recently called endotheliopathy and
immunothrombosiz [7,2]. The complement cascade activation is then
followed by the phenomenon referred to 2 a cytokine storm that will
culminate on endothelial activaton and consequently may cause a
Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS) with multiple organ
failure and death [5].

In thiz article, we described findings of two post-mortem biopsies,
the first being an §7-year-old woman with various comorbidities and the
second 2 53-year-old, obess, man withoutr any other previous illness
known. We assessed the immune responsze to the SARS-CoV-2 infecdon
of thase two cazes and possible immunopathogenic mechanizms of the
therapeutic modalities being tested during thiz outbreak.

2. Methods
2.1. Ethics approval

The National Research Ethicz Commirttze approves this study (Con-
selhe Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP - 3.044.734,2020). and
families conzentsd to the post-mortem biopey.

2.2. Medical records

Clinical data of both cazes were obtained from medical records
during hospitalization in the Intensive Care Unit (ICU) at Hospital
Marcelino Champagnat in Curigba-Brazil. Testing for COVID-19 was

riormed on nasopharyngeal swabs taken during ICU hospitalization,
and real-time reverss transcriptaze-polymerase chain reactdon (RT-
PCR) performed was posidve for SARS-CoV2 in both cazes.

2.3. Biopsy technique and analysis

2.3.1. Autopsy procedure

Inigally, the Imaging exams such as X-rays and CT's were analyzed to
identify the pulmonary s2gments that have been lezioned. aspecially the
lingular lobe, since it is removed in a more agile and practical tachnique
of minimally invasive biopsy. Once we confirmed a radiographically
evident lesion on the lingular segment in the upper left pulmonary lobe,
we proceedsd to collect the sample through a left anterior mini-
thoracotomy on the fourth or fifth intercostal zpace.

2.3.2. Sample collection

Incasss 1 and 2, the samples were similarly sized (3 x 3 cm), and the
samples were delicately handled and rezected using surgical zeizzors.
Both samples presented normal pulmonary consistency. The samples
were then inserted into 2 103¢ concentration formalin solution and kept
in it for at least 24 hours undl blocking and slicing for microscopic

The lung formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) zamplez were
stainad with hematoxylin and eosin (H&E). The immunchistochemistry
technique was uzed to identify innate and adaptive immunity bio-
markers (Fig. 1 - schems).

3. Case DESCRIPTION
3.1 Case 1
Female, 87 years old, presenting systemic arterial hvpertension

(SAH), dyslipidemia, hypothyroidism, and senile dementia with two
previous hospitalizations in less than 15 days. The first ons, two weeks

Fagtratory Medicine Case Rgpors 31 (2020) 101292

before the present hospitalization when she had a diagnocis of femur
fracture, in which she had contact with a COVID-19 person (aszistant
phyzician). The second hospitalization was dus to gastrointestinal
bleeding (endozcopic diagnoszis of Mallory Weiss laceradon of the
esophageal mucesa). Two dayvs before going to the emergency depart-
ment, she had flu-like symptoms without a fever. In the first hours of
hospitalization, her breathing pattern worsened. requiring mechanical
ventilation and vasoactive drugs. The patent’s iliness progreszed with
SIRS.

Pronation maneuver Was necessary to maintain Pa02/Fi02, but the
patient developed multiple organ dysfunction and died on the 8th day of
hospitalization (see Tzble 1)

3.2. Case2

Male, 53 years old, class II obesity, reported traveling to the COVID-
19 endemic area ten days befors going to the emergancy department. He
had flu-like symprtoms, fever, headache, and remained on spontaneous
ventilation with supplemental oxygen therapy, progressing to rezpira-
tory failure and mechaniczl ventilation on the third day of hospitaliza-
tion. During his hospitalization, his clinical condition evolved to SIRS.
Daily protonation measures were performed with good response,
wever, on the 10th day of hospitalization, he had a significant
worsening of tissue oxygenation, requiring ECMO (Extracorporesal
Membrane Oxygenation) and full anticoagulation, with diffuse blesding
as a complication, resulting in death at the 13th day of hospitalization
and eighth day of mechanical vendladon (ses Table 1).

4. Results
4.1. Pathological findings

Caze 1 H&E analyzis presented severe diffuse alveolar damage (DAD)
with type II pneumocyts hyperplasia and a large number of hyaline
membranes. Almoct absent zeptal inflammatory infiltrate (neutrophils
and lymphocytes) and very mild and focal inwra-alveolar edema and red
blood cells. There iz hyperplasia of type II pneumocytes and marked
endothelial activation with micro thrombosis and neutrophils on small
veszel walls (endotheliits) (Fig. 1),

In casze 2, areas with preserved alveolar structure intsrspersed with
foci of extenzive alveolar fibrosiz were obszerved. In fibrotic areas, we
observed extensive alveolar collagenizadon associated with inflamma-
tory inflloate (lymphocytes and macrophages) and the pressnce of
thickening of the vascular walls and squamous metaplasiz. An intenss
endothelial activation with signs of endotheliitz was also obssrved
(Fig. 1).

4.2. Imnumohistochemical analysis

Cazz 1 revealed a predominance of innate response biomarkers tssus
expreszion. such as ficolin 3 (FCN3) in hyaline membranes, IL-1 and
TNF-alpha in pneumocytss and alveolar macrophages and zbundant
mast celiz (CD117). Also, a slight exprassion of adaptive response tzsue
biomarkers such 23 CD8 " lymphocytss and IL-4, IL-13, and TGF-beta in
type II pneumocyees and alveolar macrophages (Figs. L and ).

In cazz 2. the expression of innate and adaptive responze was the
opposite of case 1. There was 2 scarce innate response, such as lower
FCN3, IL-1, TNF-alpha, CD117 tissue expression. Alse, a predominance
of adapdve response was observed, such as higher CDS, IL-4, IL-13, and
TGF-beta tissue expression (Figs. 1 and 2).

Markers highly expressad in both casss were CD163 (macrophagss),
SPHINGO (M2 macrophages), ILS (pneumocytes and alveolar macro-
phages), and ICAM-1 (activated endothelium and pneumocytss) (Figs 1
and 2).

In both cases, markers that were equally under-expressad wers IL-10,
IL-8, and IL-17 in type 2 pneumocytes and macrophages (Figs. 1 and 2).
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A3 Jhe panoamic shew of the lung sample of case 1 shows one bronchicle

snen  Garrosy) widhouchizbopathelogicalaltamtions. Thars assalveoli (asterizks) with
v+ mmulefocal-thick hy=¥ne mbnm :hx dzm.c'dlfun alveolar damage
© WaD). <+ =

¥réwe=wB: Numerous alveoli (astericks) with thick hyaline membranss (arrows)
»  covering delicate alveolar zepta Canowbuﬂb. The septal inflammatory in-

j:»};,/ ﬁl%ven mild or almost absens, compased matmly of lymphocytes and some
e a{d% w‘”"*" , and che sepeal c2 are covg?ted (double arrowhead). There
oW Y s e spbde.and focal edema with slight red call overflow in
‘.J-.--f_'““ =om!fén. .Iype ﬁ-ﬁz:m:ﬁ:]uam ‘alzo be obsarved.
T it Tl:ce e, some alv m:ﬂ vessals with signs of endo-
AR Y N—ggo t}ml.‘xu'.m'fww} zrd endotheliitis. Hyaline
Ll - membranes 3re recovering i wep wivwery rare lymphocytes and
(ST ) _.;{;'E’:-. mtrq:hﬂ: (arrow 'hud)
m“-";“, D- Pagioramic view of lung samplas of cask*SER#NS = d areaz of pul
R ‘.T,nﬁ;y ﬁcm‘lmnemd with areas of histologically preserved lung
ok cad tizgue (asterisk). ooty
© E b.mv ﬁbm area withc =7l fibmoblazes (mstegick) and inflammatory

infltace Batihead). The p ; vEagls FisdThele signs of endothelial
activasicr and ShBHELE" Thare ia-also-a4hickening of the wall of medium
and small *m: (double mo\\"'lg@)_ mun‘lo‘skz of squamous meta-
plasia (arroyg),

F- The pulmonary fibrosis areas prazented with denwe mﬂmmamrv infilerate

composed mainly of lymphocytes, macrophages (arrows), and fibroblasts

(egption on nexz colummy) intersparzed with areas of intanze col ization (asterizks).

Scheme of Innate and adaptive responses present in cases of COVID-19: In
thase cases, in response to necrosis of preumocytes injured by SARS-COV2, we
note the massive presence of mast cells (CD117) and macrophages (CD163),
capable of secreting cytokines such as TNP-a and interleuking (IL) type 1 2nd 6,
respectively. IL-6 and TNP-@ could elevate vascular permeability, promoting
exudacion of plasma proteins, mc}udu\g ficolin 3 (PCN3). FCN3 and other
plasmatic proteins inside the alveoli Jumen are responsible for p ing
opsonization, activating the complement and the coagulation cascade, and, 2
observed in the p work, pr ing hyaline branes. The prazence of
IL-1 and TNF-@t, inducing massive expression of ICAM-1 in both cases, can
promote the actvation of endothelial cells and endotheliitiz and may be
involved in the progression for systemic inflammarory rezponse syndrome
(SIRS). APQ can present the andgens for T lymphocytes, via MHC (main his-
bility complex), and secreting cyrokines that play critical roles in the
differensiation of T cells into affactor calls. APC: exprass MHC [ molecules and
present TCDS + lymphocytes.
On the other hand, macrophages and APC activate TCD4+ lymphocytes via
MHC II, organizing resporzes classified into subgroups, such as Thi, Th2, Thl7,
depending on cell differentiation. In case 1 of the presenc study, 2 high
immuncexpression of CD117 (masc cells) PCN3, TNF-a, IL-1, and 16 i
observed, suggesting that the inflammatory process is mmned. mainly,
ﬂuougb.m‘.ate immunity. Besides, there iz a low number of TCDS lpnpl:o-
cytes, suggesting that adaptive immumity is not still adequately stimulated. In
contrase, mcxe..,maddmmm:}xgprm of TCDE+ lymphocytes, thereis a

d expression of Sphingosine (M2 phages), IL-4, IL1-3, and TGPf,
suggesting the p - ot d 1y stimulated of adapm'e immunity with 2
wndenc‘. to resolve with ﬁhmg iz. A ..xgh: i ion [L-8 and IL-

17 is also observed, suggesting low stimuladon of the Thl’ resporze and
explaining the almost absence of alveolar neutrophil migraton . (Por inter-

pratacion of the refy to colour in thiz figurs lagend, the reader iz referred
20 the Web version of thiz article.)
5. Discussion

Basad on two lung biopsies, our immunchistochemical findings may
be related to the SARS-CoV-2 ability to induce an earlier and sustained
Th2 rezponse along with 2 marked release of innate immune cytokines.

Acute Respiratory Diswress Syndrome (ARDS) iz a clinical condition
that affects patients with 2 multitude of dizeasss ranging from cases of
pneumonia to expocition to toxic fumes [10]. This process is charac-
terized by the typical hiztological finding of Diffuze Alveolar Damage
(DAD) in its acuts phaze, as well as type II pneumocyte hyperplasia and
hyaline membranes, and the condition evolves to tissue organization
and fibrosis [11]. In this context. both patients showed evident signs of
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Table 1
Summary of ventilatory paramaters, therapeutic interventions, tomographic,
and laboratory results.

CASE 1 - §7-year-old woman  CASE 2 - 53-year-old man

Comorbiditics Systamic Arerial Clazs T obesity
Eypertenzion
Bypedhyroidizm
Chronic use Lozartan 50mg/day No
drugs
Ventilatory Decreased postive end- Decreased positive end-
P i Y B (PEE?), axpiratory pressure (FEEP),
with ideal PEEP - 10 with idesl PEEP - 08
Compliance ~ 52 cmH-0 Compliance -~ 65 cmH0
Platau prassure of 24 Flateau preszurs - 19
cmH.0 mHO
Driving prassure of 14 Driving pressure ~ 11
cmH.0 mH0
Inspirascry fraction of Inspiratory fraction of
cxygen (FiOs) of 60%% oxygen (Fid:) -~ 50%
Praszure partial Oxygen Prassure partal Ouvgen
(PaD2): Fabsx
FaOo FiO: - 128 Palo/FO; - 132
Pronation Pardal response - PaO./Fi0:  Adequate respomse - Fals/
maneuver ratic of 191 Fi0, ratio ~ 270
Admiszion Diffuse and bdateral Diffuza and bilameral
Computed “opacities with ground-glass  “cpacities with ground-glass
tomography attenuation” amenuation”, suggestve of
Thickening cf the pul y  viral pul y infection
sepeum, suggestive of viral
palmonary infection
Admission C Reactive Protein - 313 C-Reactive Protein - 146
laboratory =gl mg/L;
tasts D-dimer - 2014 pg/dL; D-dimar ~ 425 pg/ml
Total leukocytes ~ 15,100/ {(nommal)
neutrophils - 1208(8%)and  Tosal leukocytes - 11,000/
lympbocyeas - 604 (S} neutrophils - 550 (3%) and
Creatining - 1.1 mg/dL lymphocytes — 990 (97¢).
Laboratory tests C-Reactive Protein ~ 201 C-Raeactive Protein - 133
(24 hours mg/aL mg/di;
before death) Leukocytes - 15,000/ Laukocytes ~ 50,200/
neusrcphils -~ 2400 (165%) neutropkils ~ 3012 (69¢) and
and lymphocytes ~ 1200 lymphocytes ~ 3514 (736)
(e
Creatining - 2.65 mg/dL
Therapeutic Bydroxychloroquing 800 Hydroxychloroquing 800
drugs mg/day on the 1stday and mg/day on the 1st day and
400 mg/day on the cther 400 mg/day cr the ocher
days | Azithremycn 500 days 1 Azithromycin S00
mg/day for 5 days; mg/day for 5 days
Osaltamiviy 150 mg/day for  Oseltamivir 150 mg/day for
S days Sdays
F' dlin |} Tazob i ZS’L-?
18 mg/day
Invasive No ECMO (Extraccrporeal
procecura Membrane Oxyzenation)

ARDS in different stages. while patient 1 showed more acute signs of
ARDS zuch az type II pneumocyte hyperplasia and hyaline membranes;
padent 2 was already in the organizadon phaze with evident fbroziz and
searee hyaline membranes.

Although laboratory findings evidenced SIRS in both cases, there
were differences in zerum lymphocyte levels at admizsion and lym-
phopeniz in case 1. Thers iz evidence that lymphopenia iz 2 uzeful in-
dicator of the saverity and hospitalizagon in COVID-19 patients [12].
Bezides, in case 1, hiztopatholeogical analysiz revealed few TCDE +
lvmphocytes in the alveolar septa, which may have been caused by the
marked Ivmphopenia.

The D-dimer level was a fourfold increass incase 1, average in case 2,
and high levels on admission could effecdvely predict mortality in pa-
dents with COVID-19 [12]. Accordingly, case 1 presented the foci of
micro thrombosis in capillaries and small-caliber pulmonary vessels.

The radiological findings. wentlatory parameters applied,

Faspratory Medicine Case Repors 31 (2020) 101292

therapeutc administsred, clinical and laboratory evidence of impaired
tizsue oxygenation, and finally, the protonation protocol was compara-
ble in both cazes. We may hypothesize that the virus infecton per z2 may
cause all pathelegic changss into lung-morphology since the ventilation
of the patients during the intensive care unit (ICU) hospitalizadon was
gentle and conmolled

SIRS caused by Cytokine Release Syndrome (CRS) or Cytckine Storm
may have an szzendal role in the outcome of these two patents [4.9].
Diffuze Alveolar Damags (DAD) iz 2 zign in crideally il COVID-19
infected patients [14,15], and, during itz activation, the inflammatory
response must be stricdy regulated to prevent systamic damage (SIRS).

The lung injury caused by SARS-CoV-2 appears to begin in the upper
airways where the virus replicates in the ACE-2 receptor rich respiratory
mucosa [5,6]. After reaching the alveoli, the virus begins to replicats in
the pneumocytss. causing cell death and alveolar zeptum coliagen
exposure. The pneumocyte necrosis causes IL-6 and TNF-alpha to be
releazed and mast cell degranulation [4]. This scenario would lead to the
triggering of the coagulation and complement cascades; it would also
increaze vascular permeability [5]. A sequent formation of hyaline
membranes characteristic of the acute phaze of DAD (case 1) iz zzen In
approximately two weeks of evolution, DAD initiatsz itz resolution
phase, and the hyaline membranss are replaced by tyvpe I pneumocyte
hyperplasia, a chronic inflammatory process followed by pulmonary
alveolar fibrosis, as shown i case 2 [14,15]. Nombly, in case 1
(87-year-old woman), thers iz no significant alveolar edema, commonly
zeen in acure cazas of DAD. Neutrophils and lymphocytss in the alveolar
zepta are alzo not seen, another characteristic commonly se2n in viral
interstitial pneumonits. Neither case showed signs of sscondary bacte-
nial infectons, a common cause of death for patients with viral pneu-
monits and DAD [14].

Our combined results chowed an increased number of mast cells
(CD177) with TNF-alpha, IL-6, and IL-1 releasze (Th2 rezponse) in cass 1
and lower levels of these parameters in caze 2. We also observed 2 high
number of macrophages (CD163) in both casas. Mast cell: and macro-
phages releazing TNF-alpha in airways with 2 Th2 rezponze predizpo-
sidon, as observed in case 1, have high potendal to conzribute to DAD
[16,17]. However, in case 2, the Th2 response was zull found. In our
observation, case 1 showed few Thl immume responses since the numbsr
of TCD8+ lymphocytes was dizcrete, contrary to case 2. Different stages
of lung injury among cases could explain this dizcrepancy. Case 1 might
have died before the fibrotic response was activaced, and the immuns
zenascence might play a role az well While there is 2 four-day gap be-
tween both padents from hospitalization date to the death date, the lack
of fibrotic response and inflammatory infiltrate might not be only to the
tims of dizease prograszion but al=o to the patient’s ability to respond to
the infection and the effective immune response. Thus, the age gap and
inherent predizpozition to a Thl or Th2 responsze may play significant
roles in the finzal lung fibrosis and tissue remodeling.

The specoum of SARS-CoV-2 injuries and their symptoms, from
asvmptomatic to the most ssvere forms, could also be related to the
individual genetic background that could drive the inigal prevalent Th2
response without an effective antivirus Thl immunity since thiz Thl
response could be activated later. Another explanaton could be the high
zpike proteins glycosylation present in SARS-CoV-2, which would hinder
the antigenic presentation and the recollection of the virus by T cells.
However, the impact of individual immune responses on the severity of
SARS-CoV-2 infection is not clear [6,13].

An unusual lack of zlveolar neutrophils was found and could be
explained by the low exprezsion of IL-8 and IL-17 in both caszes. Az the IL-
17A/IL-8 are pro-inflammatory cytokines mainly dependent on acu-
vated T cellz, the poor (case 1) and later (caze 2) Thl response of cases
could explain thiz phenomenon [19].

Deposition of Ficolin-3 (FCN3) within lung septal microvasculamure
haz been described, promoting complemant svstem activation in COVID-
16, We obeerved the exprassion of FCN3 in both cazes, mors evidently in
caze 1 (acuts phass). The complement cascads precedes endothelial
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Innate lmmunlty

Fig. 2. Case 1 - Innate Immunity - Photomicrographs from A to D

Adaptlvo Immunny

In photomicrograph A it can be obzerved FON3 (arrows) expressed along the thick hyaline mambranas (astarizk).
In B, it obsarved the expression of IL-6 in the alveolar septum (arrow) by lymphocytes, type II pneumocytes, and alveolar macrophages.
In C, it can observe the expression of TNT alpha in the alveolar septum (arrow) by type II pneumocytes and alveolar macrophages.

In D, it observed endothelivm (arrow) and pneumocytes (asterisk) axpreszing ICAM-1. P;

arrow) configuring endotheliisis.
Case 2 - Innate Immunity - Photomicrographs from E to H

ph lear cell: parmeadng the vascular wall (dashed

of poly

In photomicrograph A, there iz 2 scarce expreszion of PCN3 in a few alveoli ztill with remaining hyaline membranes (amrow).

In B, it can observe 2 marked expression of IL-6 in the areas of fibroais (arrow).

In C, it can observe 2 discrece expression of TNT alpha (arrow) only in a few alveoli with remaining hyaline membranes (astarizk).
In D, it observed 2 marked axpreszion of ICAM-1 in endochelial callz (arrow) and prnaumocytes (asterizk). Vessels show activation of endothelial cells and endocheliicis

(dashed arrows).
Case 1 - Adaptive Immunity - Photomicrographs from A to D

In photomicrograph A, it can be obzerved scattered (about 2 par medium power field) CDS ' T lymphocytes (arrows). Vessel with polymorphonuclear calls on itz wall

(dazhed arrow) configuring endotheliits.
In image B, it observed mumerous alveolar h

FHES

{arrow) exp

g SPHINGOSINE, which characterizes the M2 typs macrophage.

In C, it can be observed 2 slight expression of TGP-beta in type II pnewmocytes (arrow) and alveclar macrophages.
The photomicrograph D can observe moderate expresmion of IL-4 in type II pnsumocytas (arrow) and alveclar macrophages.

Casze 2 — Adaptive Immunity - Photomicrographs from E to H

In photomicrograph A, it can observe numerous (about 2030 per medium-magnification field) CDE' T lymphocytes (amrow).

In image B, it obsarved I

hages (arrow) expressing SPHINGOSINE, which characterizas the M2 typs macrophage.

InC xxohmdamda:mmwoff@-kﬂmm:mphagumdﬁbmblum&now)

It can observe mod to a marked

injury and leads to the clotting pathway activation culminating in sys-
temic micro thrombosis and muldple organ failure [20].

Moreover, endotheliopathy and immunothrombosis may have a
crucial role in SIRS obzsrved in patdents with COVID-18, as some studies
described the endothelium a: 2 potental target of the SARS-CoV-2 zince
they are described to exprsss ACE-2 type receptors [21]. We also
observed high expreszion of ICAM-1, suggesting endothelial acdvadon
a: a common finding in both cases.

IL-6 levels have been associated with mortalicy and could be an in-
dicator of itz protagonizm in the cytokine scorm in COVID-19 [22]. as
observed in both our cases.

Regarding muldple organ failure, the patient’s advanced age in case
1 could compromise the immune system activation “per z2.” as shown by
the mnadequate adaptive immune response obssrved with scarce of
TCDS+ lymphocytes, however, even with higher exprassion of CDS8'
lymphocytes in case 2. the fibrosiz promotsd by M2 macrophage
(SPHINGO) inducad by a higher expression of TGF-beta, IL-13 and IL-4
that could explain the severity of lung damage observed in thiz case
[23]. It iz also important to consider that case 2 underwent 24 hours of
extra corporeal membrane oxygenation and received vasoactve drugs
and blood wansfusion befors death as thess procsdures may have
intarfersd in this case’s final outcome.

pression of IL-4 (arrow) in macrophages and lymphocytes in photomicrography D.

Clinical mials are looking at whether blocking one or more of thess
pro-mflammatory madiators would affect clinical outcomes. TNF-zlpha
blockers, IL-1 inhibitors, IL-6 antagonists, as well as complement in-
hibitors can reduce pro-inflammatory cytokines [3]and activation of
M1/M2 macrophage:s leading to decrsaszed expression of ICAM-1 and
less endothelial actdvation and endoetheliids. The use of corticosteroids
in COVID-19 could atzenuate mast cells’ stimulation contributing to
triggering the cytokine storm [9,24.25].

Thiz study analyzed two post mortem samples through immunohis-
tochemistry and therefore has a limited number of patients. Besides,
autopsies samples only allow for end-stage and static observation. This
analys=is does not necessarily reflect the evolving changes in the dizeaszs
courze. The patients were from different rizk groups that might have
influenced their immune respeonse, thus influencing the interpretaton of
our results.

In summary, different immune responsez pressnted here may e
related to the SARS-CoV-2 intrinsic charactsrizdes delaying Thl and
exacerbating Th2 responze, to the stage of DAD, az well as the clinical
characteriztics of patents, such a5 age and presence or abssnce of
comorbidides. Therefore, managing the cytokine storm, the dirsct virus-
induced tissus damage, or the synergistic effects of both phenomena
warrant further clarification.
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