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Resumo 
 

Introdução: Em dezembro de 2019, a cidade de Wuhan na China enfrentou um surto de um vírus 

respiratório até então desconhecido. Responsável pela atual pandemia, o Coronavírus da Síndrome 

Respiratória Aguda Grave 2 (SARS-CoV-2) é o causador da nova Doença do Coronavírus de 2019 

(COVID-19). Este vírus tem afinidade pelo receptor da Enzima Conversora de Angiotensina-2 

(ECA-2), o qual é expresso, entre outros, por pneumócitos tipo 1 e 2 e células endoteliais. Após a 

infecção e morte dos pneumócitos, o vírus atravessa o interstício do septo alveolar e passa a 

infectar as células endoteliais dos capilares adjacentes, causando piroptose e, por consequência, 

imunotrombose. As moléculas pró-inflamatórios secretados pelo processo piroptótico endotelial, 

juntamente com a tempestade de citocinas, ocasionada pela invasão celular pelo próprio SARS-

CoV-2, ativam os mastócitos, que, por meio de seus mediadores químicos, entre eles a 

Interleucina 4 (IL-4), promovem aumento da permeabilidade vascular, inundando o ambiente do 

septo alveolar com plasma, o que permite a formação do edema intersticial e intra-alveolar, além 

da formação de membranas hialinas. Objetivo: Avaliar o papel dos mastócitos e seus mediadores 

no edema intersticial, na lesão vascular e na imunotrombose em amostras pulmonares de biópsias 

post mortem de pacientes que foram a óbito por COVID-19. Método: Os grupos amostrais foram 

divididos em (i) biópsias post mortem de pacientes acometidos pela COVID-19 (Grupo COVID-

19; n=6), (ii) biópsias post mortem de pacientes acometidos Influenza A subtipo H1N1 pandêmico 

de 2009 ou H1N1pdm09 (Grupo H1N1; n=10) e (iii) amostras de pacientes que faleceram por 

outras doenças sem acometimento pulmonar (Grupo CONTROLE; n=11). Técnicas de 

imunohistoquímica e histoquímica foram utilizadas com o intuito de quantificar a imunoexpressão 

de IL-4 (anticorpo primário anti-IL-4), a densidade de mastócitos e precursores (anticorpo 

primário anti-CD117) e mastócitos em processo de desgranulação (Azul de Toluidina - AT). 

Resultados: Os dados histopatológicos, histoquímicos e imunohistoquímicos demonstraram 

aumento significativo na densidade dos mastócitos e precursores (CD117+), de mastócitos 

íntegros e em processo de desgranulação (AT), assim como o aumento da imunoexpressão 

tecidual de IL-4 nos pacientes acometidos pela COVID-19, quando comparados com pacientes 

que pertencem aos grupos H1N1 e CONTROLE. Conclusão: Uma maior quantidade de 

mastócitos foi encontrado nos pacientes acometidos pela COVID-19, bem como uma maior 

expressão tecidual de IL-4, quando comparados aos Grupos H1N1 e CONTROLE. Esta 

observação sugere que o processo inflamatório exacerbado, causado pela presença do SARS-CoV-

2, tem a capacidade de ativar os mastócitos, que são células sentinelas presentes em praticamente 

todos os nossos tecidos. A ativação dos mastócitos promove a sua desgranulação e a consequente 

secreção de seus mediadores citoplasmáticos, como a IL-4, contribuindo assim com os processos 

imunopatológicos associados à gravidade da doença.  

 

Palavras-chave: SARS-CoV-2, imunotrombose, edema intersticial, mastócito, mediadores 

químicos. 
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Abstract 
 

Introduction: In December 2019, the city of Wuhan in China faced an outbreak of a hitherto 

unknown respiratory virus. Responsible for the current pandemic, Severe Acute Respiratory 

Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) is the cause of the new Coronavirus Disease of 2019 

(COVID-19). This virus has an affinity for the Angiotensin-Converting Enzyme-2 (ACE-2) 

receptor, which is expressed, among others, by type 1 and 2 pneumocytes and endothelial cells. 

After infection and death of the pneumocytes, the virus crosses the interstice of the alveolar 

septum and begins to infect the endothelial cells of the adjacent capillaries, causing pyroptosis 

and, consequently, immunothrombosis. The pro-inflammatory molecules secreted by the 

endothelial pyroptotic process, together with the cytokine storm, caused by the cellular invasion 

by SARS-CoV-2, activate mast cells, which, through their chemical mediators, including 

Interleukin 4 (IL -4), promote increased vascular permeability, flooding the alveolar septum 

environment with plasma, which allows the formation of interstitial and intra-alveolar edema, in 

addition to the formation of hyaline membranes. Objective: To evaluate the role of mast cells and 

their mediators in interstitial edema, vascular injury, and immunothrombosis in pulmonary 

samples of post mortem biopsies from patients who died from COVID-19. Method: The sample 

groups were divided into (i) post mortem biopsies of patients affected by COVID-19 (group 

COVID-19; n = 6), (ii) post mortem biopsies of patients affected by Influenza A pandemic H1N1 

subtype 2009 or H1N1pdm09 (group H1N1; n = 10) and (iii) samples from patients who died of 

other diseases without pulmonary involvement (CONTROL group; n = 11). 

Immunohistochemistry and histochemistry techniques were used in order to quantify the 

immunoexpression of IL-4 (primary anti-IL-4 antibody), the density of mast cells, and precursors 

(primary anti-CD117 antibody) and mast cells in the degranulation process (Blue of Toluidine - 

AT). Results: Histopathological, histochemical, and immunohistochemical data showed a 

significant increase in the density of mast cells and precursors (CD117 +) of healthy mast cells 

and the process of degranulation (TA), as well as an increase in IL-4 tissue immunoexpression in 

patients affected by COVID -19 when compared with patients belonging to the H1N1 and 

CONTROL groups. Conclusion: A more significant number of mast cells was found in patients 

affected by COVID-19 and a greater tissue expression of IL-4 when compared to the H1N1 and 

CONTROL groups. This fact suggests that the exacerbated inflammatory process, caused by the 

presence of SARS-CoV-2, can activate mast cells, which are sentinel cells present in almost all 

tissues. The activation of mast cells promotes their degranulation and the consequent secretion of 

inflammatory mediators, such as IL-4, thus contributing to the immunopathological processes 

associated with the severity of the disease. 

 

Keywords: SARS-CoV-2, immunotrombosis, interstitial edema, mast cell, chemical mediators.  
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1.0  Introdução  
 

Em dezembro de 2019, as autoridades chinesas relataram um surto de contágio respiratório 

de etiologia desconhecida na cidade de Wuhan, capital da província de Hubei. Em janeiro de 

2020, o vírus que proporcionava o surto e que se alastrava de forma alarmante foi identificado na 

amostra de nasofaringe de um paciente como um novo coronavírus (1). Este vírus respiratório, 

posteriormente seria denominado de SARS-CoV-2 (Coronavírus da Síndrome Respiratória Aguda 

Grave 2, do inglês Severe Acute Respiratory Syndrome), causador da doença intitulada COVID-19 

(Doença por Coronavirus 2019, do inglês Coronavirus Disease 2019)  (2) e da atual pandemia, 

declarada pela Organização Mundial da Saúde (OMS) no dia 11 de março de 2020, dada a sua 

rápida expansão pelo mundo (3). 

Embora o Influenza A do subtipo H1N1 pandêmico de 2009 (H1N1pdm09), vírus 

responsável pela primeira pandemia do século XXI, tenha deixado uma marca de 

aproximadamente 12 mil mortes, apenas nos Estados Unidos da América (4), em escala global, a 

estimativa do número de óbitos pelo Centro de Controle de Doenças (CDC) entre 2009-2010 

variou de 151.700-575.400 (5). O novo coronavírus já deixou um legado de 82.582.228 de casos e 

1.818.910 óbitos até o fim da 53ª Semana do Calendário Epidemiológico do ano de 2020, em todo 

o planeta (6). Isso porque o número de pessoas acometidas pelo SARS-CoV-2 tem crescido de 

forma exponencial desde o surto até a propagação mundial (7). A taxa de transmissibilidade (R0) 

deste vírus é reflexo, principalmente, das suas características biológicas e da suscetibilidade do 

hospedeiro (8). Esta taxa varia de 1,6 a 4,1, ou seja, cada paciente positivado para SARS-CoV-2 

poderia contaminar em média entre 1 a 4 pessoas, enquanto o R0 do H1N1pdm09 girou em torno 

de 1,3 e 1,8, justificando a tamanha disseminação da atual pandemia (9,10).  

O novo coronavírus, pertencente ao grupo β-coronavirus, é formado por um capsídeo e seu 

interior contém ácido ribonucleico de fita simples sentido positivo (ssRNA), associado a uma 

nucleoproteína na proteína da matriz viral (11). Além da presença de várias outras proteínas em 
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sua superfície, uma delas merece destaque por sua importância, a proteína Spike (spike protein, S-

Spike). Trata-se de uma espícula glicoproteica com alta afinidade aos receptores da Enzima 

Conversora de Angiotensina-2 (ECA-2), os quais são expressos por quase todos os tipos celulares 

do corpo humano, deixando-nos então, muito vulneráveis à infecção e desenvolvimento da 

doença, uma vez que o SARS-CoV-2 usa a afinidade por estes receptores para invadir células 

humanas (12). 

O SARS-CoV-2, ao entrar em contato com seu hospedeiro no ambiente pulmonar, se liga 

por meio do S-Spike de sua estrutura à ECA-2, largamente presentes no endotélio vascular e 

pulmonar (pneumócitos tipos I e II). A célula hospedeira endocita o agente viral, promovendo uma 

clivagem e diminuição da expressão e atividade do receptor da angiotensina (13).  

Ao infectar as células do epitélio pulmonar, pneumócitos tipos I e II, o vírus acaba por 

lesá-las, proporcionando a síntese e secreção de citocinas pró-inflamatórias, como as Interleucinas 

1 e 6 (IL-1, IL-6), Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-α), bem como as citocinas sinalizadoras 

de infecção por patógenos intracelulares, Interferon alfa e beta (INF- α e INF- β), assim, 

contribuindo fortemente com o início da tempestade de citocinas (14). Este excesso de citocinas 

provoca o aumento da lesão tecidual local e sistêmica, associado a um exacerbado recrutamento de 

células inflamatórias, contribuindo com o Dano Alveolar Difuso (DAD), apoptose e piroptose nos 

pneumócitos e células endoteliais (14,15). A severidade da lesão deve ser associada não somente à 

infecção pelo vírus, mas também à citocinemia (16). 

As citocinas pró-inflamatórias recrutam as células leucocitárias com o intuito de atuar na 

contenção da infecção. Todavia, os pneumócitos infectados acabam por morrer, liberando 

partículas virais para a luz alveolar, promovendo assim a passagem do SARS-CoV-2 para o 

interstício do septo alveolar e para o capilar alveolar, uma vez que se encontram intimamente 

próximos (16). 

Com a chegada do vírus ao vaso, esse passa a infectar a célula endotelial – uma vez que ela 

também expressa o receptor ECA-2 em grande quantidade em sua membrana – também induzindo 



13 

 

nestas células os processos de apoptose e de piroptose (17). O processo piroptótico consiste numa 

morte celular programada alternativa, mediada principalmente pela Caspase-1, e que tem como 

processo final a formação de poros em sua membrana. A ativação da cascata proteolítica desta 

enzima, por consequência, catalisa a síntese e secreção de diversas citocinas pro-inflamatórias, 

entre elas a Interleucina 1 beta (IL-1β) e a Interleucina 18 (IL-18) (18). As células podem detectar 

sinais de invasão por patógenos intracelulares, através da sinalização por receptores de membrana, 

iniciando a cascata proteolítica que culmina em sua autodestruição (19,20).  

Como resultado, tem-se o início da formação de imunotrombose pela exposição de 

colágeno na camada íntima vascular e ativação dos fatores da cascata de coagulação da via 

intrínseca e extrínseca. Além das disfunções de coagulopatia, ocorre ainda a liberação de inúmeras 

citocinas pró-inflamatórias e fragmentos virais e celulares resultante da morte celular:  as 

alarminas (PAMPs - Padrões Moleculares Associados a Patógenos, do inglês Pathogen-Associated 

Molecular Patterns) e DAMPs - Padrões Moleculares Associados a Danos, do inglês Danger-

Associated Molecular Patterns) (19). As alarminas, juntamente com diversas citocinas, atuam na 

sensibilização de uma classe de células granulares, presentes em praticamente todos os nossos 

tecidos, que exercem a função de sentinelas do organismo: os mastócitos (21). 

O processo fisiopatológico da infecção viral das células do epitélio alveolar e endoteliais 

pode ser observado pela representação gráfica da Figura 1. 
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Figura 1: Fisiopatologia da infecção pelo SARS-CoV-2 nas vias aéreas inferiores. Com a chegada do vírus ao 

ambiente alveolar, este passa a infectar os pneumócitos do tipo I e II, levando-os a morte por diversos processos, entre 

elas a piroptose, cuja característica é a secreção de inúmeras citocinas pro-inflamatórias e alarminas, contribuindo 

com a tempestade de citocinas. Pela proximidade do capilar alveolar, o vírus passa a infectar também a célula 

endotelial – que possui uma vasta expressão de ECA-2 – provocando a sua morte pelos mesmos caminhos 

fisiopatológicos citados anteriormente, relacionados aos pneumócitos. Como consequência da morte da célula 

endotelial, ocorre a exposição da lâmina basal de fibra colágeno vascular. O colágeno possui a capacidade de ativar o 

Fator de Hageman (FXII) de coagulação, presente na circulação, dando início à formação de imunotrombose. A vasta 

gama de citocinas e alarminas secretadas pelos processos de piroptose possuem a capacidade de ativar mastócitos 

presentes no interstício pulmonar. Confeccionado com BioRender.com. Fonte: o autor, 2021. 

 

Mastócitos são células do tecido conjuntivo que apresentam diversos grânulos 

citoplasmáticos, encontradas em praticamente todos os tecidos, sendo mais abundantes no trato 

gastrointestinal, pele e vias aéreas. Se concentram em regiões que têm contato direto com o 

ambiente e normalmente não são encontradas circulando no ambiente endovascular (22). 

Originários da medula óssea, seus precursores se distribuem e migram para os tecidos alvo, tendo 

seu desenvolvimento influenciados pelo Fator de Citocina de Célula-Tronco (SCF) ao fazer a 

ligação com seu receptor, a proteína Tirosina–Quinase (c-kit/CD117 – Cluster de Diferenciação 

117), constitutiva na membrana dos mastócitos, e, juntamente com outras citocinas, promovem-no 
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a atuar como uma célula madura. Além da maturação, SCF contribui com o recrutamento de 

mastócitos e seus precursores para os locais de lesão. Em roedores, se subdividem em dois grupos: 

mastócitos residentes em mucosa e mastócitos residentes em tecido conjuntivo (22,23). Em 

humanos, se subdividem em três grupos: os que contêm apenas triptase em seus grânulos; os que 

contêm apenas quimases em seus grânulos e os que contêm ambas as proteases (24). São 

comumente observados ao se utilizar técnicas simples de colorações histoquímicas, como o Azul 

de Toluidina (AT) e outros corantes metacromáticos. A partir da técnica de AT, torna-se possível 

observar seus grânulos em coloração violeta, contrastando com o citoplasma e o núcleo, que ficam 

azuis (24,25). 

Estas células estão intimamente ligadas às respostas anafiláticas, sendo o mecanismo de 

ativação alérgica promovido pela ligação cruzada do antígeno (alérgeno) à Imunoglobulina do tipo 

E (IgE) com o seu receptor de membrana FcεRI. Em menor escala, também podem ser ativados 

pela Imunoglobulina do tipo G (IgG), os quais possuem afinidade com seus receptores FcγRI (21). 

Entretanto, a ligação imunoglobulina-receptor não é o único caminho indutor da ativação e 

desgranulação dos mediadores citoplasmáticos. Inúmeras citocinas, anafilotoxinas, moléculas 

derivadas do sistema complemento, peptídeos originados de patógenos e venenos de animais 

peçonhentos tem a capacidade de promover a sensibilização dos mastócitos (23,26). Essa 

plasticidade da atuação dos mastócitos os torna capazes de fazer a regulação tanto da resposta 

imune inata como adaptativa (27). 

Os subprodutos da ativação e desgranulação mastocitária, chamados de mediadores 

biológicos, podem ser divididos por duas etapas cronológicas: (a) secreção de produtos pré-

formados como aminas vasoativas, proteases, proteoglicanos e algumas citocinas pro-

inflamatórias, que tem sua liberação de maneira imediata após a sensibilização; e (b) uma secreção 

secundária (de novo), composta por mediadores recém sintetizados após a ativação. Pode-se 

exemplificar a secreção de mediadores lipídicos e uma numerosa gama de citocinas e quimiocinas 

(28,29). A desgranulação ocorre via processo de exocitose e é dependente do fluxo de Ca2+ 
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citoplasmático (29). Subsequente à ativação, mastócitos possuem a habilidade de reabastecer seus 

grânulos (31). 

Aminas vasoativas, ou aminas biogênicas, são moléculas de baixo peso molecular que 

contém um grupamento amina. Nos humanos, tem como representante principal a histamina (31). 

Potente agente inflamatório, a histamina possui receptores presentes na célula endotelial, 

promovendo sua contração e aumentando o espaçamento entre elas. O resultado é um aumento da 

permeabilidade vascular e extravasamento do plasma sanguíneo para o tecido intersticial (31). A 

histamina também promove a contração da musculatura lisa vascular e brônquica a partir da 

síntese de relaxantes musculares, como prostaciclina e óxido nítrico (32). 

Quimase e triptase, esta última secretada em maior abundância, constituem o grupo de 

proteases séricas secretadas pelos mastócitos. Ambas tem papel no dano e remodelamento 

tecidual, aumento da permeabilidade vascular e ação protetiva contra venenos de animais 

peçonhentos (28,31). Heparina, um proteoglicano (macromoléculas proteicas glicosiladas), 

também está intimamente ligada à permeabilidade vascular, através da ativação do Fator de 

Hageman (FXII). Este, ativado, promove o início do Sistema Calicreína-Cinina (KKS, do inglês 

Kinin–Kallikrein System) (33,34). 

Após a resposta da desgranulação imediata, é iniciada uma nova síntese, mais tardia, de 

mediadores. Este processo (de novo) se inicia com a liberação de mediadores lipídicos, sendo o 

mais notável os derivados do ácido araquidônico. Envolvido na via da ciclo-oxigenase (COX), o 

ácido araquidônico é metabolizado em prostaglandina D2, contribuindo com o aumento da 

permeabilidade vascular e edema intersticial. Também possui propriedade vasodilatadora e 

broncoconstritora de musculatura lisa (32,35). 

Finalmente, se sucede a síntese de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento por 

meio da regulação de fatores de transcrição nuclear, horas após a ativação. A grande amplitude de 

citocinas compreende síntese de novo de TNF-α, assim como Interleucinas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 13 e 

17 (IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9 IL-13, IL-17). Como exemplos de quimiocinas e 



17 

 

fatores de crescimento, vale exemplificar as Quimiocinas 1, 2, 3 e 4 (CCL1, CCL2, CCL3, 

CCL4); e fator de crescimento endotelial e vascular (VEGF), fator de crescimento derivado de 

plaquetas (PDGF), fator de transformação de crescimento beta (TGF-β), fator de crescimento de 

fibroblasto (FGF2), fator de crescimento epidérmico (EGF), fator estimulador de colônias de 

granulócitos (GM-CFS), respectivamente (30,32,36,37).  

Pela variedade de citocinas sintetizadas, os mastócitos possuem um papel fundamental no 

cenário pró-inflamatório, mas também anti-inflamatório. IL-4 produzida por mastócitos 

promovem a modulação de linfócitos TCD4+ Th0 para o fenótipo Th2 (38). Esta linhagem de 

linfócitos auxiliares está associada à intensa secreção de IL-4. Outros importantes papéis desta 

citocina é a indução à troca de linfócitos B ativados para a produção de IgE (31). IL-4 promove 

permeabilidade vascular e apoptose das células endoteliais (39), contribuindo com a formação da 

imunotrombose. Por outro lado, IL-4 tem atuação anti-inflamatória, modulando macrófagos M2 

(ativação alternativa), que tem a função de reparo tecidual e formação de fibrose (40). Triptase 

também está envolvida no reparo tecidual e síntese de matriz extracelular (MEC), tendo um papel 

importante no desfecho de doenças inflamatórias (23,30). O processo de desgranulação do 

mastócito, assim como a síntese, secreção e ação de seus mediadores no quadro infeccioso da 

COVID-19 pode ser observado na representação gráfica da Figura 2. 
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Figura 2: Ativação e desgranulação dos mastócitos. Representação gráfica ilustrando a atuação dos mastócitos no 

agravamento da doença, em decorrência de sua ativação, seja através dos eventos de piroptose e a tempestade de 

citocinas, ou por fragmentos virais e celulares resultantes da piroptose (PAMPs e DAMPs). Como consequência, uma 

grande quantidade de mediadores químicos armazenados no citoplasma dos mastócitos é secretada, sintetizada e 

novamente secretada. Dentre essas substâncias, àquelas que atuam na vasodilatação e promoção do aumento da 

permeabilidade vascular possuem grande importância na doença, uma vez que contribuem fortemente para o 

extravasamento plasmático intersticial e alveolar, acarretando aumento da lesão pulmonar, edema intersticial e 

formação de membrana hialina intra-alveolar; esta última originando o Dano Alveolar Difuso (DAD). Outro mediador 

de grande importância na COVID-19 é a Interleucina 4, secretada tardiamente, após a ativação de fatores de 

transcrição. Juntamente com o colágeno da lâmina basal exposto, IL-4 contribui com lesão do tecido endotelial, 

contribuindo com a formação de imunotrombos no ambiente capilar. Confeccionado com BioRender.com. Fonte: o 

autor, 2021. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



19 

 

2.0 Justificativa 
 

Sugere-se que o mastócito ativado atue diretamente na gravidade da fisiopatologia da 

COVID-19, dado o fato dessas células agirem na exacerbação da permeabilidade e lesão vascular, 

ocasionando o transporte do exsudato plasmático sanguíneo para o interstício alveolar e atuando 

na formação do edema intersticial e consequente edema intra-alveolar. O exsudato é composto, 

entre outros, por moléculas do sistema complemento e fatores da cascata de coagulação, que 

promovem a formação de membrana hialina na luz alveolar e DAD. Além disso, mastócitos 

ativados podem estar diretamente envolvidos na lesão vascular endotelial e formação de 

imunotrombose, devido a precoce secreção de citocinas, dentre as quais a IL-4 possui um papel de 

destaque. 

Obter maior conhecimento a respeito dos mecanismos moleculares envolvidos na resposta 

inflamatória agravada, causada pela ação direta dos mediadores secretados pelos mastócitos, pode 

auxiliar no melhor entendimento da doença bem como no tratamento adequado destes pacientes. 
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3.0  Objetivos 

 

3.1 Objetivo Geral 

O presente estudo tem como proposta avaliar os efeitos da IL-4, assim como quantificar o 

número de mastócitos e seus precursores, e ainda contabilizar mastócitos íntegros e em processo 

de desgranulação em amostras pulmonares de biópsias post mortem de pacientes que foram a óbito 

por COVID-19. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

- Caracterizar as amostras estudadas de acordo com o gênero e faixa etária; 

- Avaliar a imunoexpressão imunohistoquímica tecidual da proteína IL-4 em amostras pulmonares 

de pacientes que foram a óbito por COVID-19; 

- Quantificar o número de mastócitos íntegros (CD117) em amostras pulmonares de pacientes que 

foram a óbito por COVID-19; 

- Quantificar o número de mastócitos em processo de desgranulação (AT) em amostras 

pulmonares de pacientes que foram a óbito por COVID-19; 

- Comparar os resultados acima com amostras pulmonares de pacientes que foram a óbito por 

H1N1pdm09; 

- Comparar os resultados acima com amostras pulmonares de pacientes que foram a óbito por 

outras causas que não lesão pulmonar (controle); 
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4.0 Metodologia 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP), sob 

os números 3.944.734 / 2020 e 2.550.445 / 2018 (Anexo 1 e 2). A metodologia foi realizada de 

acordo com as diretrizes e regulamentos relevantes. Os representantes legais dos pacientes 

assinaram o TCLE.  

 

4.1 Amostras pacientes Grupo COVID-19 

Os dados clínicos dos pacientes que foram a óbito por COVID-19 (n = 6) são originários 

dos prontuários médicos durante a internação na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) do Hospital 

Marcelino Champagnat em Curitiba, Brasil, bem como suas amostras pulmonares post mortem. O 

teste para COVID-19, comprobatório para que o paciente fosse elegível a compor o estudo, foi 

realizado em esfregaços nasofaríngeos adquiridos durante o período de internação, a fim de se 

realizar a Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-qPCR). A amplificação do 

genoma viral foi efetuada com o kit Invitrogen SuperScript ™ III Platinum® One-Step qRT-PCR 

número Catálogo: 11732020, (Thermofisher Scientifc, Waltham, MA) positivos para SARS-CoV-

2. 

As coletas (Figura 3) aconteceram entre os meses de março e abril do ano de 2020. 

Durante o período, um total de 9 pacientes morreram pela doença, sendo 6 coletas realizadas. Os 

demais pacientes não compuseram o presente estudo por impossibilidade na coleta por parte do 

intensivista ou por outros fatores condizentes com os critérios de não inclusão. 
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Figura 3: Fluxograma representando a amostragem composta pelo grupo COVID-19. No período entre março e 

abril de 2020, 9 pacientes foram a óbito por COVID-19 (verde). Dentre os casos de óbitos, foram coletadas 6 

amostras, que compõem o grupo COVID-19 do presente estudo (azul). 3 pacientes que foram a óbito por conta da 

doença não compuseram a pesquisa pela impossibilidade na coleta (vermelho). Fonte: Caroline Busatta Vaz de Paula, 

2021. 

 

Critérios de inclusão dos pacientes COVID-19: 

• Idade maior de 18 anos; 

• Admissão hospitalar por quadro clínico compatível com COVID-19: febre, dispneia 

(SaO2<92%) e/ou tosse; 

• Testes imunológicos ou moleculares confirmando a infecção pelo COVID-19; 

• Tempo da coleta após a morte menor do que 4 horas. 

Critérios de não inclusão/exclusão dos pacientes COVID-19: 

• Sorologia negativa para COVID-19; 

• Pneumonia não causada por SARS-CoV-2; 

• Negação da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido por parte de um 

representante legal. 

 

Após a constatação da morte, os representantes legais dos pacientes que se adequavam aos 

critérios de inclusão para comporem o Grupo COVID-19 eram comunicados e um Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 3) foi submetido à sua assinatura, com a 
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finalidade de esclarecimentos gerais a respeito do estudo, assim como dos protocolos da coleta e 

permissão da utilização da amostra pulmonar.  

Dados demográficos de gênero, idade, comorbidades (incluindo diabetes, insuficiência 

cardíaca, hipertensão, obesidade, câncer, cirrose), medicamentos de uso crônico (especialmente 

inibidores da enzima conversora de angiotensina, bloqueadores do receptor de angiotensina e 

ibuprofeno) também foram coletados. 

Dados clínicos e infecciosos foram coleados com a finalidade de avaliar os pacientes com 

relação a progressão da infecção, sendo eles o tempo de hospitalização, a taxa de mortalidade, a 

identificação de fatores de risco para mortalidade e hospitalização prolongada e evolução 

radiológica das lesões pulmonares em pacientes COVID-19 e outros vírus respiratórios. O tempo 

de sobrevida foi definida como o período compreendido entre o internamento/diagnóstico e o 

óbito. 

As amostras pulmonares post mortem foram coletadas a partir de uma técnica de necropsia 

minimamente invasiva; uma mini-toracotormia da região anterior esquerda com ressecção de 

segmento do lobo superior esquerdo (com aproximadamente 3x3cm). A coleta se deu no próprio 

leito da UTI do hospital. As amostras foram acondicionadas em um frasco contendo solução de 

formalina a 10%, onde posteriormente foram embebidas e emblocadas em parafina, para fins 

histológicos. 

 

4.2 Amostras pacientes Grupo H1N1  

O grupo H1N1 (n = 10) é composto por amostras post mortem de pulmões de pacientes 

cuja causa de morte foi infecção respiratória aguda grave por Influenza A subtipo H1N1 

pandêmico de 2009 (H1N1pdm09). Os fragmentos de pulmão são provenientes do banco de 

amostras teciduais parafinadas de necropsias do Hospital das Clínicas (HC) de Curitiba, Brasil. 

Os pacientes foram testados por meio da técnica de RT-qPCR (técnica similar à do grupo 

COVID-19), sendo possível a caracterização positiva para H1N1pdm09. As amostras foram 
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fixadas em formalina a 10%, onde posteriormente foram embebidas e emblocadas em parafina, 

para fins histológicos.   

Dados como gênero e idade dos pacientes foram obtidos por meio de uma pesquisa direta 

nos laudos de necropsias. O tempo de sobrevida foi definida como o período compreendido entre 

o internamento/diagnóstico e o óbito. 

 

4.3 Amostras pacientes Grupo CONTROLE 

O grupo CONTROLE (n = 11) é composto por amostras pulmonares provenientes de 

necropsias de pacientes que tiveram como causa de morte doença cardiovascular e neoplásica, não 

relacionados a lesões pulmonares. Os fragmentos de pulmão são originários do banco de amostras 

teciduais parafinadas de necropsias do Hospital das Clínicas (HC) de Curitiba, Brasil.  As 

amostras foram fixadas em formalina a 10%, onde posteriormente foram embebidas e emblocadas 

em parafina, para fins histológicos.   

Dados como gênero e idade dos pacientes foram obtidos por meio de uma pesquisa direta 

nos laudos de necropsias. O tempo de sobrevida foi definida como o período compreendido entre 

o internamento/diagnóstico e o óbito. 

 

4.4 Análises Histológicas  

As amostras pulmonares parafinadas foram submetidas a cortes histológicos com a 

finalidade de atender às necessidades das colorações histoquímicas e ensaios imunohistoquímicos 

utilizados no presente estudo. Cortes histológicos corados com Hematoxilina e Eosina - H&E 

(Hematoxilina de Harris: NewProv, Cod. PA203, Paraná, BR; Eosina: BIOTEC Reagentes 

Analíticos, Cod. 4371, Paraná, BR), foram realizados com o objetivo de analisar as características 

anatomopatológicas.  

As lâminas coradas a partir da técnica de AT (Êxodo Científica, cod. AT9115SO, São 

Paulo, Brasil) foram utilizadas para a contagem dos mastócitos íntegros e em processo de 



25 

 

desgranulação. Estes mastócitos foram contabilizados exclusivamente no septo alveolar e espaços 

perivasculares, através da contagem de células coradas em 10 Campos de Grande Aumento (CGA, 

objetiva de 40X), pelo microscópio óptico BX50 (OLYMPUS, Tóquio, Japão). Por fim, foram 

calculados os valores de média aritmética dos 10 CGA de cada paciente, de maneira que seus 

resultados foram organizados em planilhas de Excel e posteriormente submetidos à análise 

estatística. 

 

4.4 Análises Imunohistoquímicas 

A técnica de imunohistoquímica foi empregada com o intuito de identificar a 

imunoexpressão da IL-4 (anti-IL-4, Polyclonal/Rabbit, código PA5-25165, diluição 1:200, 

Thermo Fisher), para a observação da sua expressão em macrófagos alveolares e pneumócitos tipo 

II, entre outras células. A expressão tecidual de c-kit (anti-CD117, Polyclonal/Rabbit, código 

A4502) foi empregado a fim de se constatar a presença de mastócitos e progenitores. Para a 

revelação da técnica foi utilizado o polímero secundário Reveal Polyvalent HRP-DAB Detection 

System (Spring Bioscience, Pleasanton, CA). Os resultados foram confirmados pela marcação 

específica de um controle positivo, onde uma amostra tecidual com imunoexpressão sabidamente 

positiva para o anticorpo foi alocada juntamente com as amostras dos pacientes (pele humana 

inflamada para o anti-IL-4 e pele humana com mastocitose para anti-CD117).  

As lâminas imunomarcadas com IL-4 foram escaneadas com o auxílio do Scaner de 

lâminas Axio Scan.Z1 (Zeiss, Jena, Alemanha) e então submetidas a geração de 10 CGA pelo 

software ZEN Blue Edition (Zeiss, Jena, Alemanha). As análises foram realizadas de modo cego, 

sendo as imagens geradas obtidas de regiões amostrais aleatórias sem a interferência de um 

observador. De cada CGA, houve a mensuração das áreas de imunoexpressão pelo software Image 

Pro-Plus versão 4.5 (Media Cybernetics, Rockville, MD), através do emprego de um método de 

segmentação semiautomatizada por cores, na qual a área imunopositiva para IL-4 foi 

artificialmente delimitada e quantificada. Posteriormente, seu valor, expresso em micrômetros 
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quadrados (µm²) foi dividido pelo valor de sua respectiva área de tecido total (Figura 4) e 

finalmente transformado em um valor percentual, sendo expresso na seguinte fórmula matemática: 

. Por fim, foram calculados os valores 

de média aritmética dos 10 CGA de cada paciente, de maneira que seus resultados foram 

organizados em planilhas de Excel e posteriormente submetidos à análise estatística. 

 

 

Figura 4: Composição demonstrando os processos da segmentação semiautomatizada por cores. A: Imagem 

digitalizada de uma lâmina imunomarcada com anti-IL-4. B: Imagem anterior, cuja área de imunopositividade foi 

delimitada artificialmente pela cor vermelho, com o intuito da quantificação do seu valor. C: Imagem anterior, cuja 

área total foi delimitada artificialmente pela cor verde, com o intuito da quantificação do seu valor. Fonte: o autor, 

2021. 

 

As lâminas imunomarcadas com anti-CD117 foram utilizadas para a contagem dos 

mastócitos e seus progenitores (células nucleadas CD117 positivas). Estes mastócitos foram 

contabilizados exclusivamente no septo alveolar e espaços perivasculares, através da contagem de 
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células positivas em dez CGA, pelo microscópio óptico BX50 (OLYMPUS, Tóquio, Japão). Por 

fim, foram calculados os valores de média aritmética dos 10 CGA de cada paciente, de maneira 

que seus resultados foram organizados em planilhas de Excel e posteriormente submetidos à 

análise estatística. 

 

4.5 Análises Estatística 

Variáveis quantitativas foram caracterizadas por médias, desvio padrão e medianas, com 

valores mínimos e máximos. A condição de normalidade foi avaliada a partir do teste Shapiro-

Wilk. A comparação das variáveis quantitativas entre dois grupos foi realizada por meio do teste 

não paramétrico de Mann-Whitney. Para as variáveis demográficas foi utilizado o teste T- Student. 

Valores de p <0,05 indicaram significância estatística. Os dados foram analisados por meio do 

software IBM SPSS Statistics v.20.0. (IBM Corp, Armonk, NY). 
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5.0 Resultados e discussão  

 Os resultados e a discussão desta dissertação estão apresentados no artigo a seguir, já 

publicado na revista Frontiers in Immunology, indexada 1664-3224, Qualis A1, Scimago Q1, 

Fator de impacto 5,085. 
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6.0 Limitações 

O presente trabalho apresentou algumas limitações a serem consideradas. Em decorrência 

do pequeno número de amostras que compõe o grupo COVID-19, justificada pela dificuldade da 

coleta de amostras pulmonares de biópsia post mortem em um ambiente altamente contagioso de 

UTI.  

Dados obtidos a partir de amostras pulmonares parafinadas post mortem permitem predizer 

informações estáticas, relacionadas ao momento em que o paciente morreu. Outras informações a 

respeito da evolução da doença não podem ser inferidas. 

A comparação entre pacientes acometidos pela COVID-19 e H1N1pdm09, sendo duas 

doenças pandêmicas diferentes, no ponto de vista clínico, relativas a seus grupos de risco 

demográfico, mecanismos fisiopatológicos e prevalência de coinfecções também deve ser levado 

em consideração. 
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7.0 Conclusão 
 

 

No presente estudo, o gênero não possui diferença estatística entre os grupos analisados. 

Entretanto, a idade elevada está associada como um fator de risco para indivíduos acometidos pela 

COVID-19, tendo uma média maior em relação aos pacientes pertencentes aos demais grupos.  

Em relação aos marcadores imunohistoquímicos avaliados, o percentual de IL-4 tecidual, o 

número de mastócitos e de seus precursores, assim como o número de mastócitos íntegros 

granulados e em processo de desgranulação foram mais elevados no grupo COVID-19, quando 

comparados aos demais grupos.  

Por conta da presença aumentada de mastócitos no ambiente pulmonar, associada à sua 

ativação por consequência das respostas inflamatórias exacerbadas, fica evidente a participação 

direta destas células ativadas e de seus mediadores citoplasmáticos nos processos fisiopatológicos 

correlacionados à gravidade da COVID-19. 

A fim de se elucidar a participação dos mastócitos na COVID-19 mais profundamente, 

estudos adicionais envolvendo uma maior quantidade de amostras são indispensáveis. 
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8.0 Considerações finais 
 

 

Considerando que até o presente momento não há tratamentos precoces consagrados pela 

literatura para os sintomas causados pelo vírus SARS-CoV-2, somada à quantidade aumentada de 

mastócitos observados no ambiente pulmonar e perivascular dos pacientes que foram a óbito pela 

doença, sugere-se o uso terapêutico de drogas que inibam a ação pró-inflamatória dos mediadores 

secretados por essas células. Estudos recentes sugestionam o reaproveitamento de drogas com 

ação antagonista aos receptores de histamina.  

A atuação dos anti-histamínicos surge como uma opção com propósito de atenuar a ação 

de seu mediador no contexto inflamatório, tanto no ambiente pulmonar, como vascular. Isso 

porque a histamina age diretamente no aumento da permeabilidade vascular, promovendo edema 

intersticial e intra-alveolar e consequentemente quadro agudo de DAD. 
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9.0 Passagem para doutorado 

9.1 Introdução 

Mastócitos são conhecidos por sua ação nas respostas alérgicas e inflamatórias. No 

momento em que antígenos desencadeiam a sua ativação, através da sua ligação cruzada com IgE 

e a ligação com seu receptor de afinidade FcεRI, dão início a uma cascata de secreção de 

mediadores químicos armazenados em seu citoplasma (31). Entretanto, o processo de 

desgranulação mediados por IgE não são os únicos fatores a promover tal evento. Mastócitos 

conservam uma miríade de diferentes classes de receptores que, ao serem sinalizados através de 

seus ligantes, também induzem essa célula sentinela à desgranular (21). 

Dentre os receptores de membrana promotores da ativação dos mastócitos independentes 

das IgEs, destacam-se os Receptores de Reconhecimento Padrão (PRRs), incumbidos ao 

reconhecimento de PAMPs e DAMPs, alarminas compreendidas por fragmentos celulares 

piroptóticos e fragmentos de patógenos e material genético resultante da resposta inflamatória 

inata e adaptativa (19,21).  

Citocinas também estão vinculadas ao processo de ativação e desgranulação de mastócitos. 

Interleucina 33 (IL-33), citocina do tipo 1 pertencente à família da IL-1 largamente imunoexpressa 

em células epiteliais que estão em contato direto com o ambiente externo, também podem ativar 

mastócitos. São secretadas após insultos decorrentes de lesões, inflamação ou qualquer outro tipo 

de estresse, incluindo apoptose. Tem como receptor outra proteína da família da IL-1: ST2, ou 

receptor de Interleucina 1 solúvel do tipo 1 (IL-1RL1), amplamente expressa na superfície de 

mastócitos (21,41). 

Como resposta à ativação e secreção dos mediadores pré-armazenados sob grânulos 

citoplasmáticos, uma enorme variedade de respostas fisiológicas é desencadeada local e 

sistemicamente. Histamina, uma amina vasoativa pertencente à uma classe de mediadores 

envolvidos na regulação do tônus e permeabilidade vascular, possui influência direta na dinâmica 
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da passagem de exsudato plasmático circulante ao tecido (32).  Como consequência, inicia-se o 

quadro de edema intersticial, formação de membranas hialinas que recobrem a parede luminal 

alveolar e apoptose de pneumócitos do tipo I e sua substituição por pneumócitos do tipo II, 

características do dano alveolar difuso (DAD) (14). 

A lesão da estrutura pulmonar promovida diretamente pelos mediadores mastocitários não 

é a única fonte do aumento da permeabilidade vascular, fator este que proporciona o agravamento 

da doença (34).  

Dentre os diversos mediadores químicos secretados pela ativação dessa célula, a heparina 

surge indiretamente como pivô a iniciar uma complexa resposta inflamatória, envolvendo o 

Sistema de Ativação por Contato (CAS, do inglês Contact Activation System), que se resume a 

uma cascata proteolítica atuante na coagulação intravascular, inflamação e intensificação da 

permeabilidade vascular (21,34,42). A heparina, de maneira semelhante ao colágeno, ácidos 

nucleicos (DNA e RNA) e compostos artificiais como vidros e polímeros, leva a clivagem 

proteolítica do FXII à sua forma ativada (FXIIa), devido a sua atração elétrica por superfícies de 

carga negativa (43). O FXIIa possui um papel central no sistema de ativação por contato, seja 

atuando diretamente no início da cascata de coagulação das vias intrínsecas e extrínsecas, seja 

dando início ao KKS, convertendo a pré-calicreína em sua forma ativa circulante: a calicreína. 

Esta última ainda tem a capacidade de hidrolisar a forma neutra FXII, ativando-a, em um ciclo 

positivo de retroalimentação (43,44).  

A calicreína é um polipeptídeo com funções de degradação proteica. No KKS, tem um 

papel fundamental na clivagem proteolítica dos cininogênios de alto peso molecular e baixo peso 

molecular, ambos sintetizados pelo fígado (44). Como resultado da ação da calicreína, o 

cininogênio de alto peso molecular é degradado no hormônio nonaptídico bradicinina, enquanto o 

cininogênio de baixo peso molecular é metabolizada na forma de calidina, um decapeptídeo com 

atuação fisiológica idêntica à bradicinina (34,45). Ambas têm como alvo os receptores de 

bradicinina 1 (B1R) e 2 (B2R). Enquanto BR2 são constitutivamente presentes em grande parte 
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dos tecidos, principalmente na vasculatura endotelial, B1R é ativado focalmente em situações de 

lesão tecidual, estresse e quadros inflamatórios (46). Deve-se ressaltar que os alvos do receptor 

B1R são as formas degradadas de bradicinina  e calidina, resultado da ação enzimáticas de 

cininases (44). A ligação das cininas com seus respectivos receptores agonistas desencadeia 

processos de regulação do tônus vascular e inflamatórios, incluindo aumento da permeabilidade 

vascular e dor (47). O processo de desgranulação do mastócito, resultando na secreção de heparina 

e consequentemente no início da ativação do Sistema Contato e Sistema da Calicreína-Cinina 

pode ser observada pela representação gráfica da Figura 5. 

 

9.2 Justificativa 

A participação dos mastócitos está evidente no agravamento do quadro inflamatório em 

pacientes acometidos pela COVID-19, dada a sua elevada densidade no tecido intersticial e 

perivascular pulmonar. Lesões e edema provocados em decorrência de uma permeabilidade 

vascular exagerada induzida por alguns de seus mediadores fazem correlação direta com 

desfechos desfavoráveis na COVID-19.  
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Figura 5: Ativação e desgranulação dos mastócitos e seu papel indireto no aumento da permeabilidade 

vascular. Representação gráfica ilustrando a atuação dos mastócitos no agravamento da doença, em decorrência de 

sua ativação através das citocinas secretadas durante os eventos de piroptose e a tempestade de citocinas, com 

destaque para IL-33, ou ainda por resíduos de fragmentos virais e celulares piroptóticos (PAMPs e DAMPs). IgE 

também participa da ativação dessas células. Como consequência, uma grande quantidade de mediadores químicos 

armazenados no citoplasma dos mastócitos é secretada. Entre essas substâncias, àquelas que atuam na vasodilatação e 

promoção do aumento da permeabilidade vascular possuem grande importância na doença, uma vez que contribuem 

diretamente para o extravasamento plasmático intersticial e alveolar, acarretando no aumento da lesão pulmonar, 

edema e formação de membrana hialina intra-alveolar; esta última originando o dano alveolar difuso (DAD). Em 

contrapartida, mediadores como a heparina tem atuação indireta no processo de edema intersticial e DAD. Heparina 

tem a capacidade de ativar Fator XII, que estimula a cascata proteolítica de coagulação e contribui com os quadros de 

microtrombose. Fator XII ativado também fomenta o início do sistema calicreína-cinina, que tem como desfecho a 

execração do quadro inflamatório e exsudativo. Confeccionado com BioRender.com. Fonte: o autor, 2021. 

 

9.3 Objetivo Geral 

O estudo em questão tem como proposta avaliar a imunoexpressão tecidual dos marcadores 

imunohistoquímicos anti-IL-33, anti-B1R, anti-B2R, bem como quantificar mastócitos 

sensibilizados pela imunoglobulina do tipo E e em processo de síntese e armazenamento de 

triptase em amostras pulmonares de pacientes com COVID-19. Tem-se ainda como objetivo 

detectar células em decurso apoptótico nas amostras pulmonares de pacientes que foram a óbito 

por COVID-19. 
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9.4 Objetivos específicos 

 

- Caracterizar as amostras estudadas de acordo com o gênero e faixa etária; 

- Realizar a detecção de células em processo de dano e fragmentação de seu DNA nas amostras 

pulmonares de pacientes que foram a óbito por COVID-19;  

- Avaliar a imunoexpressão imunohistoquímica tecidual dos receptores B1 e B2 da bradicinina e 

seus derivados em amostras pulmonares de pacientes que foram a óbito por COVID-19; 

- Avaliar a imunoexpressão imunohistoquímica tecidual de IL-33 em amostras pulmonares de 

pacientes que foram a óbito por COVID-19; 

- Quantificar o número de mastócitos em processo de síntese e armazenamento de triptase em 

amostras pulmonares de pacientes que foram a óbito por COVID-19; 

- Quantificar o número de mastócitos sensibilizados por IgE em amostras pulmonares de pacientes 

que foram a óbito por COVID-19; 

- Comparar os resultados acima com amostras pulmonares de pacientes que foram a óbito por 

H1N1pdm09; 

- Comparar os resultados acima com amostras pulmonares de pacientes que foram a óbito por 

outras causas que não lesão pulmonar (controles). 

 

9.4 Metodologia amostras 

Os dados clínicos dos pacientes que foram a óbito por COVID-19 (grupo COVID-19) são 

originários dos prontuários médicos durante a internação na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) 

do Hospital Marcelino Champagnat em Curitiba, Brasil, bem como as amostras pulmonares post 

mortem (n = 24). O teste para COVID-19 foi realizado em esfregaços nasofaríngeos adquiridos 

durante o período de internação, a fim de se realizar a Reação em Cadeia da Polimerase em 

Tempo Real (RT-qPCR). A amplificação do genoma viral foi efetuada com o kit Invitrogen 
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SuperScript ™ III Platinum® One-Step qRT-PCR (número Catálogo: 11732020, Massachusetts, 

Estados Unidos), positivos para SARS-CoV-2. 

O grupo H1N1 apresenta amostras post mortem de pulmões de pacientes cuja causa de 

morte foi infecção respiratória aguda grave por H1N1pdm09 (n = 10) durante a pandemia de 2009. 

Os pacientes foram testados por meio de amostras frescas de biópsias pulmonares post-mortem, e 

a RT-qPCR realizada (técnica similar à do grupo COVID-19) foi positiva para H1N1pdm09. 

O grupo CONTROLE (n = 11) é composto por amostras pulmonares provenientes de 

necropsias de pacientes que morreram por doença cardiovascular e neoplásica, não envolvendo 

lesões pulmonares. 

Para facilitar a execução dos ensaios técnicos histoquímicos e imunohistoquímicos, foi 

procedido à construção de blocos teciduais parafinados multiamostrais (TMA, do inglês Tissue 

Microarray) com a retirada de fragmentos cilíndricos medindo aproximadamente 0,3cm de 

diâmetro das áreas pulmonares dos blocos originais (blocos-doadores), sendo estas organizadas 

em novos blocos de parafina multiamostrais (blocos receptores). 
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11.0 Anexos 

Anexo 1 
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Anexo 2 
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Anexo 3 

Termo de consentimento livre e 

esclarecido 

Post-Mortem 
 

O objetivo deste estudo é descrever sinais, sintomas, e demais aspectos da apresentação do quadro 

clínico, exames laboratoriais, evolução da doença, juntamente com alterações da pulmonares em 

pacientes com COVID-19. 

O vírus SARS-CoV-2 emergiu no último bimestre de 2019, em que a doença provocada por este 

microrganismo foi reportada inicialmente na China, espalhando-se rapidamente pelos 

continentes, até que em 11 de março de 2020, a Organização Mundial de Saúde decretou estado 

de pandemia. O surto foi identificado como uma série de casos de pneumonia em que muitos 

pacientes evoluíram para insuficiência respiratória e óbito.  

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

existe evidência definitiva de cura para toda a população.  

PROCEDIMENTOS:  

1. Biópsia minimamente invasiva de fragmento pulmonar (dimensões de 3x3 cm), através de 

incisão com corte sobre a pele com comprimento entre 5 e 10 cm, em face anterior de tórax 

(peito) à esquerda. 

2. Biópsia minimamente invasiva de fragmento de miocárdio (músculo do coração), com 

dimensões de 1x1 cm, quando acessível pela mesma abertura no tórax. 

3. Biópsia minimamente invasiva de fragmento de músculo esquelético intercostal, com dimensões 

de 1x1 cm, quando acessível pela mesma abertura no tórax. 

4. Biópsia de rim minimamente invasiva, guiada por Ultrassom, com punção por agulha para 

tecidos, com fragmentos de aproximadamente 10 a 20 mm. 

5. Biópsia de fígado minimamente invasiva, guiada por Ultrassom, com punção por agulha para 

tecidos, com fragmentos de aproximadamente 10 a 20 mm. 

 

ANÁLISES:  

A partir dos fragmentos de pulmão, coração, rim, músculo esquelético e fígado (quando coletados) serão 

realizados preparos em formato de lâminas para estudo de células, proteínas, anticorpos, presença do 

vírus, estudos genéticos e imunológicos. 

RISCOS: 

Não há existência de qualquer risco biológico ao doador ou familiares em decorrência dos 

procedimentos a serem realizadas pela pesquisa. 

BENEFÍCIOS:  

A autorização de coleta destas amostras de sangue e tecido pelos familiares do doador trazem 

como benefício a possibilidade de execução de estudos em busca de compreensão da nova 

doença provocada pelo vírus SARS-CoV2, além de contribuição para o desenvolvimento de 

linhas de tratamento e prevenção, como descrito acima. 
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SIGILO E PRIVACIDADE:  

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

elemento que possa, de qualquer forma me identificar será mantido em sigilo. Os pesquisadores 

se responsabilizam pela guarda e confidencialidade dos dados, bem como a não exposição dos 

dados de pesquisa. 

RESSARCIMENTO E INDENIZAÇÃO: 

Todas as despesas serão de responsabilidade dos Pesquisadores. Os participantes da pesquisa 

bem como seu acompanhante (se houver) não arcarão com nenhum custo referente a 

procedimento, exames, transporte, alimentação ou outros. Caso ocorra qualquer despesa, haverá 

ressarcimento dos valores gastos na forma seguinte: depósito em conta. Caso ocorra algum dano 

decorrente da minha da minha participação no estudo, serei devidamente indenizado. 

CONTATO 

Os pesquisadores envolvidos com o estudo são Juliano Gasparetto, Cristina Baena, Anna Flavia 

Miggiolaro, Felipe Tuon, Andrea Moreno, Lucia Noronha, Thyago Moraes, Lidia Moura, José 

Faria, Gustavo Lenci, que são pesquisadores e professores na Escola de Medicina da PUCPR e 

com eles poderei manter contato pelos telefones (41)3271-2979. O Conselho Nacional de 

Pesquisa (CONEP) é composto por um grupo de pessoas que estão trabalhando para garantir 

que seus direitos como participante de pesquisa sejam respeitados. Ele tem a obrigação de 

avaliar se a pesquisa foi planejada e se está sendo executada de forma ética. Se você achar que a 

pesquisa não está sendo realizada da forma como você imaginou ou que está sendo prejudicado 

de alguma forma, você pode entrar em contato com o CONEP pelo telefone (61)3315-5877 

entre segunda e sexta-feira das 08h às 18h ou pelo e-mail conep@saude.gov.br Endereço: 

SRTVN 701, Via W 5 Norte, Lote D 3º andar Brasília.  

 

Por meio deste instrumento eu  _______________________________________________ (nome 

completo), _____________________________________ (grau de parentesco com o paciente), RG 

__________________________ autorizo a biópsia post-mortem do paciente após seu óbito para fins de 

determinação da causa de morte, doenças primárias, doenças não diagnosticadas e relacionar com a 

suspeita de infecção por Coronavírus (COVID-19). 

 

Nome do 

paciente:_____________________________________________________________________________

__ 

Data de óbito:___/____/____                          Hora de óbito: ___________________ 

Hospital em que ocorreu o óbito: ________________________________________ 

Declaro estar ciente que: 

• O procedimento implica na retirada de amostras de órgãos do paciente de maneira minimamente 

invasiva. 

• As amostras retiradas serão mantidas e acondicionadas respeitando o sigilo médico-paciente 

assim como as normas e padrões de confidencialidade e ética aplicadas a pesquisa científica. 

• Esta biópsia post-mortem não tem caráter pericial, não sendo indicada para causas de morte 

não naturais  ou suspeita, não importando o tempo entre o evento e a morte do paciente. 

• Também autorizo o uso das amostras coletadas provenientes do exame de biópsia post-mortem 

para ensino e pesquisa, desde que sejam cumpridas as normas vigentes no país para esse fim. 

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

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

 

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

 

Assinatura do parente ou responsável:__________________________________ 

Assinatura e CRM do médico solicitante:______________________________________ 

Curitiba ____de___________de_________. 

Este documento deve ser preenchido em uma única via, assinado por todos, e anexado ao prontuário do 

paciente. 

 

 

 

 

 

 

 


