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Resumo

Introducdo: Em dezembro de 2019, a cidade de Wuhan na China enfrentou um surto de um virus
respiratdrio até entdo desconhecido. Responsavel pela atual pandemia, o Coronavirus da Sindrome
Respiratoria Aguda Grave 2 (SARS-CoV-2) é o causador da nova Doenca do Coronavirus de 2019
(COVID-19). Este virus tem afinidade pelo receptor da Enzima Conversora de Angiotensina-2
(ECA-2), o qual é expresso, entre outros, por pneumdacitos tipo 1 e 2 e células endoteliais. Apos a
infeccdo e morte dos pneumocitos, o virus atravessa o intersticio do septo alveolar e passa a
infectar as células endoteliais dos capilares adjacentes, causando piroptose e, por consequéncia,
imunotrombose. As moléculas pro-inflamatérios secretados pelo processo piroptético endotelial,
juntamente com a tempestade de citocinas, ocasionada pela invasdo celular pelo préprio SARS-
CoV-2, ativam o0s mastocitos, que, por meio de seus mediadores quimicos, entre eles a
Interleucina 4 (IL-4), promovem aumento da permeabilidade vascular, inundando o ambiente do
septo alveolar com plasma, o que permite a formacdo do edema intersticial e intra-alveolar, além
da formacdo de membranas hialinas. Objetivo: Avaliar o papel dos mastdcitos e seus mediadores
no edema intersticial, na lesdo vascular e na imunotrombose em amostras pulmonares de bidpsias
post mortem de pacientes que foram a 6bito por COVID-19. Método: Os grupos amostrais foram
divididos em (i) biopsias post mortem de pacientes acometidos pela COVID-19 (Grupo COVID-
19; n=6), (ii) biopsias post mortem de pacientes acometidos Influenza A subtipo HIN1 pandémico
de 2009 ou H1IN1pdmOQ9 (Grupo H1N1; n=10) e (iii) amostras de pacientes que faleceram por
outras doencas sem acometimento pulmonar (Grupo CONTROLE; n=11). Técnicas de
imunohistoquimica e histoquimica foram utilizadas com o intuito de quantificar a imunoexpressdo
de IL-4 (anticorpo primario anti-IL-4), a densidade de mastocitos e precursores (anticorpo
priméario anti-CD117) e mastocitos em processo de desgranulacdo (Azul de Toluidina - AT).
Resultados: Os dados histopatologicos, histoquimicos e imunohistoquimicos demonstraram
aumento significativo na densidade dos mastécitos e precursores (CD117+), de mastocitos
integros e em processo de desgranulacdo (AT), assim como 0 aumento da imunoexpressdo
tecidual de IL-4 nos pacientes acometidos pela COVID-19, quando comparados com pacientes
que pertencem aos grupos HIN1 e CONTROLE. Conclusdo: Uma maior quantidade de
mastécitos foi encontrado nos pacientes acometidos pela COVID-19, bem como uma maior
expressao tecidual de IL-4, quando comparados aos Grupos HIN1 e CONTROLE. Esta
observacdo sugere que o processo inflamatério exacerbado, causado pela presenca do SARS-CoV-
2, tem a capacidade de ativar 0s mastocitos, que sdo células sentinelas presentes em praticamente
todos 0s nossos tecidos. A ativacdo dos mastdcitos promove a sua desgranulagdo e a consequente
secrecdo de seus mediadores citoplasmaticos, como a IL-4, contribuindo assim com 0s processos
imunopatoldgicos associados a gravidade da doenca.

Palavras-chave: SARS-CoV-2, imunotrombose, edema intersticial, mastocito, mediadores
quimicos.



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 HIN1
subtype 2009 or HIN1pdmO09 (group HINZ1; 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-1L-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 HIN1 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 1L-4 when compared to the HIN1 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 Introducéo

Em dezembro de 2019, as autoridades chinesas relataram um surto de contagio respiratorio
de etiologia desconhecida na cidade de Wuhan, capital da provincia de Hubei. Em janeiro de
2020, o virus que proporcionava o surto e que se alastrava de forma alarmante foi identificado na
amostra de nasofaringe de um paciente como um novo coronavirus (1). Este virus respiratorio,
posteriormente seria denominado de SARS-CoV-2 (Coronavirus da Sindrome Respiratoria Aguda
Grave 2, do inglés Severe Acute Respiratory Syndrome), causador da doenca intitulada COVID-19
(Doenca por Coronavirus 2019, do inglés Coronavirus Disease 2019) (2) e da atual pandemia,
declarada pela Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) no dia 11 de marco de 2020, dada a sua
rapida expansdo pelo mundo (3).

Embora o Influenza A do subtipo HIN1 pandémico de 2009 (H1N1pdmO09), virus
responsavel 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 nimero de oObitos pelo Centro de Controle de Doencas (CDC) entre 2009-2010
variou de 151.700-575.400 (5). O novo coronavirus ja deixou um legado de 82.582.228 de casos e
1.818.910 obitos até o fim da 532 Semana do Calendéario Epidemioldgico do ano de 2020, em todo
0 planeta (6). Isso porque o nimero de pessoas acometidas pelo SARS-CoV-2 tem crescido de
forma exponencial desde o surto até a propagacdo mundial (7). A taxa de transmissibilidade (RO)
deste virus é reflexo, principalmente, das suas caracteristicas biologicas 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 0 RO do HIN1pdmO09 girou em torno
de 1,3 e 1,8, justificando a tamanha disseminacgao da atual pandemia (9,10).

O novo coronavirus, pertencente ao grupo B-coronavirus, ¢ formado por um capsideo e seu
interior contém &cido ribonucleico de fita simples sentido positivo (sSRNA), associado a uma

nucleoproteina na proteina da matriz viral (11). Além da presenca de varias outras proteinas em
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sua superficie, uma delas merece destaque por sua importancia, a proteina Spike (spike protein, S-
Spike). Trata-se de uma espicula glicoproteica com alta afinidade aos receptores da Enzima
Conversora de Angiotensina-2 (ECA-2), os quais sdo expressos por quase todos os tipos celulares
do corpo humano, deixando-nos entdo, muito vulneraveis a infeccdo e desenvolvimento da
doenca, uma vez que o0 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 a ECA-2, largamente presentes no endotélio vascular e
pulmonar (pneumdcitos tipos I e 11). A célula hospedeira endocita o agente viral, promovendo uma
clivagem e diminuicdo da expressao e atividade do receptor da angiotensina (13).

Ao infectar as células do epitélio pulmonar, pneumdcitos tipos | e Il, o virus acaba por
lesé-las, proporcionando a sintese e secrecdo de citocinas pré-inflamatérias, como as Interleucinas
1 e 6 (IL-1, IL-6), Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a), bem como as citocinas sinalizadoras
de infeccdo por patdgenos intracelulares, Interferon alfa e beta (INF- o ¢ INF- ), assim,
contribuindo fortemente com o inicio da tempestade de citocinas (14). Este excesso de citocinas
provoca o aumento da les&o tecidual local e sistémica, associado a um exacerbado recrutamento de
células inflamatoérias, contribuindo com o Dano Alveolar Difuso (DAD), apoptose e piroptose nos
pneumacitos e células endoteliais (14,15). A severidade da lesdo deve ser associada ndo somente a
infecgdo pelo virus, mas também a citocinemia (16).

As citocinas pro-inflamatorias recrutam as células leucocitérias com o intuito de atuar na
contencdo da infeccdo. Todavia, os pneumdcitos infectados acabam por morrer, liberando
particulas virais para a luz alveolar, promovendo assim a passagem do SARS-CoV-2 para o
intersticio do septo alveolar e para o capilar alveolar, uma vez que se encontram intimamente
proximos (16).

Com a chegada do virus 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
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nestas células os processos de apoptose e de piroptose (17). O processo piroptotico consiste numa
morte celular programada alternativa, mediada principalmente pela Caspase-1, e que tem como
processo final a formacédo de poros em sua membrana. A ativacdo da cascata proteolitica desta
enzima, por consequéncia, catalisa a sintese e secrecdo de diversas citocinas pro-inflamatorias,
entre elas a Interleucina 1 beta (IL-1p) e a Interleucina 18 (IL-18) (18). As células podem detectar
sinais de invasdo por patogenos intracelulares, através da sinalizacdo por receptores de membrana,
iniciando a cascata proteolitica que culmina em sua autodestruicéo (19,20).

Como resultado, tem-se o inicio da formacdo de imunotrombose pela exposicdo de
colageno na camada intima vascular e ativacdo dos fatores da cascata de coagulacdo da via
intrinseca e extrinseca. Além das disfuncGes de coagulopatia, ocorre ainda a liberacdo de inimeras
citocinas pro-inflamatérias e fragmentos virais e celulares resultante da morte celular: as
alarminas (PAMPs - Padrdes Moleculares Associados a Patégenos, do inglés Pathogen-Associated
Molecular Patterns) e DAMPs - Padrdes Moleculares Associados a Danos, do inglés Danger-
Associated Molecular Patterns) (19). As alarminas, juntamente com diversas citocinas, atuam na
sensibilizacdo de uma classe de células granulares, presentes em praticamente todos 0s nossos
tecidos, que exercem a funcdo de sentinelas do organismo: os mastécitos (21).

O processo fisiopatolégico da infeccdo viral das células do epitélio alveolar e endoteliais

pode ser observado pela representacdo grafica da Figura 1.
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Figura 1: Fisiopatologia da infeccdo pelo SARS-CoV-2 nas vias aéreas inferiores. Com a chegada do virus ao
ambiente alveolar, este passa a infectar os pneumdcitos do tipo I e Il, levando-os a morte por diversos processos, entre
elas a piroptose, cuja caracteristica € a secre¢do de inimeras citocinas pro-inflamatdrias e alarminas, contribuindo
com a tempestade de citocinas. Pela proximidade do capilar alveolar, o virus passa a infectar também a célula
endotelial — que possui uma vasta expressdo de ECA-2 — provocando a sua morte pelos mesmos caminhos
fisiopatoldgicos citados anteriormente, relacionados aos pneumdcitos. Como consequéncia da morte da célula
endotelial, ocorre a exposi¢do da lamina basal de fibra coldgeno vascular. O coldgeno possui a capacidade de ativar o
Fator de Hageman (FXII) de coagulacdo, presente na circulagdo, dando inicio a formagdo de imunotrombose. A vasta
gama de citocinas e alarminas secretadas pelos processos de piroptose possuem a capacidade de ativar mastocitos
presentes no intersticio pulmonar. Confeccionado com BioRender.com. Fonte: o autor, 2021.

Mastécitos sdo células do tecido conjuntivo que apresentam diversos granulos
citoplasmaticos, encontradas em praticamente todos os tecidos, sendo mais abundantes no trato
gastrointestinal, pele e vias aéreas. Se concentram em regides que tém contato direto com o
ambiente e normalmente ndo s&o encontradas circulando no ambiente endovascular (22).
Originarios da medula 6ssea, seus precursores se distribuem e migram para os tecidos alvo, tendo
seu desenvolvimento influenciados pelo Fator de Citocina de Ceélula-Tronco (SCF) ao fazer a
ligagdo com seu receptor, a proteina Tirosina—Quinase (c-kit/CD117 — Cluster de Diferenciagéo

117), constitutiva na membrana dos mastocitos, e, juntamente com outras citocinas, promovem-no
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a atuar como uma celula madura. Alem da maturacdo, SCF contribui com o recrutamento de
mastocitos e seus precursores para os locais de lesdo. Em roedores, se subdividem em dois grupos:
mastocitos residentes em mucosa e mastocitos residentes em tecido conjuntivo (22,23). Em
humanos, se subdividem em trés grupos: os que contém apenas triptase em seus granulos; os que
contém apenas quimases em seus granulos e os que contém ambas as proteases (24). Séo
comumente observados ao se utilizar técnicas simples de coloragdes histoquimicas, como o Azul
de Toluidina (AT) e outros corantes metacromaticos. A partir da técnica de AT, torna-se possivel
observar seus granulos em coloracéo violeta, contrastando com o citoplasma e o nucleo, que ficam
azuis (24,25).

Estas células estdo intimamente ligadas as respostas anafilaticas, sendo o mecanismo de
ativacdo alérgica promovido pela ligacdo cruzada do antigeno (alérgeno) a Imunoglobulina do tipo
E (IgE) com o seu receptor de membrana FceRI. Em menor escala, também podem ser ativados
pela Imunoglobulina do tipo G (IgG), os quais possuem afinidade com seus receptores FcyRI (21).
Entretanto, a ligagdo imunoglobulina-receptor ndo é o Unico caminho indutor da ativagdo e
desgranulacdo dos mediadores citoplasmaticos. Inimeras citocinas, anafilotoxinas, moléculas
derivadas do sistema complemento, peptideos originados de patdgenos e venenos de animais
peconhentos tem a capacidade de promover a sensibilizagdo dos mastdcitos (23,26). Essa
plasticidade da atuagcdo dos mastdcitos os torna capazes de fazer a regulagdo tanto da resposta
imune inata como adaptativa (27).

Os subprodutos da ativacdo e desgranulacdo mastocitaria, chamados de mediadores
bioldgicos, podem ser divididos por duas etapas cronologicas: (a) secrecdo de produtos pré-
formados como aminas vasoativas, proteases, proteoglicanos e algumas citocinas pro-
inflamatdrias, que tem sua liberagdo de maneira imediata apés a sensibilizacdo; e (b) uma secrecao
secundaria (de novo), composta por mediadores recém sintetizados ap0s a ativacdo. Pode-se
exemplificar a secrecdo de mediadores lipidicos e uma numerosa gama de citocinas e quimiocinas
(28,29). A desgranulacdo ocorre via processo de exocitose e é dependente do fluxo de Ca?*
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citoplasmatico (29). Subsequente a ativacdo, mastdcitos possuem a habilidade de reabastecer seus
granulos (31).

Aminas vasoativas, ou aminas biogénicas, sdéo moléculas de baixo peso molecular que
contém um grupamento amina. Nos humanos, tem como representante principal a histamina (31).
Potente agente inflamatorio, a histamina possui receptores presentes na célula endotelial,
promovendo sua contracdo e aumentando o espagamento entre elas. O resultado € um aumento da
permeabilidade vascular e extravasamento do plasma sanguineo para o tecido intersticial (31). A
histamina também promove a contracdo da musculatura lisa vascular e bronquica a partir da
sintese de relaxantes musculares, como prostaciclina e 6xido nitrico (32).

Quimase e triptase, esta Ultima secretada em maior abundancia, constituem o grupo de
proteases sericas secretadas pelos mastocitos. Ambas tem papel no dano e remodelamento
tecidual, aumento da permeabilidade vascular e acdo protetiva contra venenos de animais
peconhentos (28,31). Heparina, um proteoglicano (macromoléculas proteicas glicosiladas),
também estd intimamente ligada a permeabilidade vascular, através da ativacdo do Fator de
Hageman (FXII). Este, ativado, promove o inicio do Sistema Calicreina-Cinina (KKS, do inglés
Kinin—Kallikrein System) (33,34).

Apos a resposta da desgranulagdo imediata, é iniciada uma nova sintese, mais tardia, de
mediadores. Este processo (de novo) se inicia com a liberagdo de mediadores lipidicos, sendo o
mais notavel os derivados do acido araquidénico. Envolvido na via da ciclo-oxigenase (COX), o
acido araquiddnico 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 sintese de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento por
meio da regulacdo de fatores de transcricdo nuclear, horas apos a ativacdo. A grande amplitude de
citocinas compreende sintese de novo de TNF-a, 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
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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 transformacéo de crescimento beta (TGF-p), fator de crescimento de
fibroblasto (FGF2), fator de crescimento epidérmico (EGF), fator estimulador de coldnias de
granulécitos (GM-CFS), respectivamente (30,32,36,37).

Pela variedade de citocinas sintetizadas, os mastdcitos possuem um papel fundamental no
cenario pro-inflamatério, mas também anti-inflamatério. IL-4 produzida por mastdcitos
promovem a modulacdo de linfécitos TCD4+ ThO para o feno6tipo Th2 (38). Esta linhagem de
linfécitos auxiliares esta associada a intensa secrecdo de IL-4. Outros importantes papéis desta
citocina € a inducéo a troca de linfdcitos B ativados para a producédo de IgE (31). IL-4 promove
permeabilidade vascular e apoptose das células endoteliais (39), contribuindo com a formacdo da
imunotrombose. Por outro lado, IL-4 tem atuacdo anti-inflamatéria, modulando macréfagos M2
(ativacdo alternativa), que tem a funcdo de reparo tecidual e formacéo de fibrose (40). Triptase
também esta envolvida no reparo tecidual e sintese de matriz extracelular (MEC), tendo um papel
importante no desfecho de doencas inflamatorias (23,30). O processo de desgranulacdo do
mastdcito, assim como a sintese, secrecdo e acdo de seus mediadores no quadro infeccioso da

COVID-19 pode ser observado na representacao grafica da Figura 2.
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Figura 2: Ativagdo e desgranulacdo dos mastdcitos. Representagdo grafica ilustrando a atuagdo dos mastdcitos no
agravamento da doenga, em decorréncia de sua ativacdo, seja através dos eventos de piroptose e a tempestade de
citocinas, ou por fragmentos virais e celulares resultantes da piroptose (PAMPs e DAMPs). Como consequéncia, uma
grande quantidade de mediadores quimicos armazenados no citoplasma dos mastécitos é secretada, sintetizada e
novamente secretada. Dentre essas substancias, aquelas que atuam na vasodilatacdo e promog¢do do aumento da
permeabilidade vascular possuem grande importdncia na doenga, uma vez que contribuem fortemente para o
extravasamento plasmatico intersticial e alveolar, acarretando aumento da lesdo pulmonar, edema intersticial e
formacdo de membrana hialina intra-alveolar; esta Ultima originando o Dano Alveolar Difuso (DAD). Outro mediador
de grande importancia na COVID-19 é a Interleucina 4, secretada tardiamente, ap6s a ativacdo de fatores de
transcricdo. Juntamente com o coldgeno da lamina basal exposto, IL-4 contribui com lesdo do tecido endotelial,
contribuindo com a formagdo de imunotrombos no ambiente capilar. Confeccionado com BioRender.com. Fonte: o
autor, 2021.
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2.0Justificativa

Sugere-se que 0 mastocito ativado atue diretamente na gravidade da fisiopatologia da
COVID-19, dado o fato dessas células agirem na exacerbacédo da permeabilidade e lesdo vascular,
ocasionando o transporte do exsudato plasmatico sanguineo para o intersticio alveolar e atuando
na formacdo do edema intersticial e consequente edema intra-alveolar. O exsudato é composto,
entre outros, por moléculas do sistema complemento e fatores da cascata de coagulacdo, que
promovem a formacdo de membrana hialina na luz alveolar e DAD. Além disso, mastdcitos
ativados podem estar diretamente envolvidos na lesdo vascular endotelial e formacdo de
imunotrombose, devido a precoce secrecdo de citocinas, dentre as quais a IL-4 possui um papel de
destaque.

Obter maior conhecimento a respeito dos mecanismos moleculares envolvidos na resposta
inflamatdria agravada, causada pela acdo direta dos mediadores secretados pelos mastécitos, pode

auxiliar no melhor entendimento da doenca bem como no tratamento adequado destes pacientes.

19



3.0 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

O presente estudo tem como proposta avaliar os efeitos da IL-4, assim como quantificar o
numero de mastdcitos e seus precursores, e ainda contabilizar mastocitos integros e em processo
de desgranulacdo em amostras pulmonares de bidpsias post mortem de pacientes que foram a ébito

por COVID-19.

3.2 Objetivos Especificos

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

- Avaliar a imunoexpressao imunohistoquimica tecidual da proteina IL-4 em amostras pulmonares
de pacientes que foram a 6bito por COVID-19;

- Quantificar o nimero de mastdcitos integros (CD117) em amostras pulmonares de pacientes que
foram a ébito por COVID-19;

- Quantificar o ndmero de mastocitos em processo de desgranulacdo (AT) em amostras
pulmonares de pacientes que foram a 6bito por COVID-19;

- Comparar os resultados acima com amostras pulmonares de pacientes que foram a 6bito por
H1IN1pdmO09;

- Comparar os resultados acima com amostras pulmonares de pacientes que foram a 6bito por

outras causas que ndo lesdo pulmonar (controle);
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4.0 Metodologia

O presente estudo foi aprovado pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), sob
0s numeros 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 clinicos dos pacientes que foram a 6bito por COVID-19 (n = 6) sdo originarios
dos prontuérios médicos durante a internagdo 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, comprobatério para que o paciente fosse elegivel a compor o estudo, foi
realizado em esfregagos nasofaringeos adquiridos durante o periodo de internacdo, a fim de se
realizar a Reagdo 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
numero Catélogo: 11732020, (Thermofisher Scientifc, Waltham, MA) positivos para SARS-CoV-
2.

As coletas (Figura 3) aconteceram entre 0os meses de marco e abril do ano de 2020.
Durante o periodo, um total de 9 pacientes morreram pela doenca, sendo 6 coletas realizadas. Os
demais pacientes ndo compuseram o presente estudo por impossibilidade na coleta por parte do

intensivista ou por outros fatores condizentes com os critérios de ndo inclusao.
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9 obitos

6 amostras 3 obitos

2 amostras Impossibilidade de

4 amostras - género: feminino coleta

- género: masculino 71-85 anos
-53 e 86 anos

Figura 3: Fluxograma representando a amostragem composta pelo grupo COVID-19. No periodo entre marco e
abril de 2020, 9 pacientes foram a 6bito por COVID-19 (verde). Dentre os casos de 6bitos, foram coletadas 6
amostras, que compdem o grupo COVID-19 do presente estudo (azul). 3 pacientes que foram a ébito por conta da
doenca ndo compuseram a pesquisa pela impossibilidade na coleta (vermelho). Fonte: Caroline Busatta VVaz de Paula,
2021.

Critérios de inclusdo dos pacientes COVID-19:

e Idade maior de 18 anos;

e Admissdo hospitalar por quadro clinico compativel com COVID-19: febre, dispneia
(Sa02<92%) e/ou tosse;

e Testes imunoldgicos ou moleculares confirmando a infec¢do pelo COVID-19;

e Tempo da coleta apds a morte menor do que 4 horas.
Critérios de ndo inclusdo/excluséo dos pacientes COVID-19:

e Sorologia negativa para COVID-19;

e Pneumonia ndo causada por SARS-CoV-2;

e Negacdo da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido por parte de um
representante legal.
Ap0s a constatacdo da morte, 0s representantes legais dos pacientes que se adequavam aos

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

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

Dados demograficos de género, idade, comorbidades (incluindo diabetes, insuficiéncia
cardiaca, hipertenséo, obesidade, cancer, cirrose), medicamentos de uso crénico (especialmente
inibidores da enzima conversora de angiotensina, bloqueadores do receptor de angiotensina e
ibuprofeno) também foram coletados.

Dados clinicos e infecciosos foram coleados com a finalidade de avaliar os pacientes com
relacdo a progressdo da infeccdo, sendo eles o tempo de hospitalizacdo, a taxa de mortalidade, a
identificacdo de fatores de risco para mortalidade e hospitalizacdo prolongada e evolucdo
radioldgica das lesbes pulmonares em pacientes COVID-19 e outros virus respiratorios. O tempo
de sobrevida foi definida como o periodo compreendido entre o internamento/diagnéstico e o
obito.

As amostras pulmonares post mortem foram coletadas a partir de uma técnica de necropsia
minimamente invasiva; uma mini-toracotormia da regido anterior esquerda com resseccdo de
segmento do lobo superior esquerdo (com aproximadamente 3x3cm). A coleta se deu no proprio
leito da UTI do hospital. As amostras foram acondicionadas em um frasco contendo solugéo de
formalina a 10%, onde posteriormente foram embebidas e emblocadas em parafina, para fins

histoldgicos.

4.2 Amostras pacientes Grupo H1IN1

O grupo HIN1 (n = 10) é composto por amostras post mortem de pulmdes de pacientes
cuja causa de morte foi infeccdo respiratéria aguda grave por Influenza A subtipo H1IN1
pandémico de 2009 (H1N1pdm09). Os fragmentos de pulmédo sdo provenientes do banco de
amostras teciduais parafinadas de necropsias do Hospital das Clinicas (HC) de Curitiba, Brasil.

Os pacientes foram testados por meio da técnica de RT-gPCR (técnica similar a do grupo
COVID-19), sendo possivel a caracterizacdo positiva para HIN1pdm09. As amostras foram
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fixadas em formalina a 10%, onde posteriormente foram embebidas e emblocadas em parafina,
para fins histolégicos.

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

0 internamento/diagnostico e o dbito.

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 doenca cardiovascular e neoplasica, ndo
relacionados a lesfes pulmonares. Os fragmentos de pulméao séo originarios do banco de amostras
teciduais parafinadas de necropsias do Hospital das Clinicas (HC) de Curitiba, Brasil. As
amostras foram fixadas em formalina a 10%, onde posteriormente foram embebidas e emblocadas
em parafina, para fins histolégicos.

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

o0 internamento/diagnostico e o 6bito.

4.4 Anélises Histoldgicas

As amostras pulmonares parafinadas foram submetidas a cortes histolégicos com a
finalidade de atender as necessidades das colora¢@es histoquimicas e ensaios imunohistoquimicos
utilizados no presente estudo. Cortes histoldgicos corados com Hematoxilina e Eosina - H&E
(Hematoxilina de Harris: NewProv, Cod. PA203, Parand, BR; Eosina: BIOTEC Reagentes
Analiticos, Cod. 4371, Parana, BR), foram realizados com o objetivo de analisar as caracteristicas
anatomopatologicas.

As laminas coradas a partir da técnica de AT (Exodo Cientifica, cod. AT9115S0, Sio
Paulo, Brasil) foram utilizadas para a contagem dos mastdcitos integros e em processo de
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desgranulacdo. Estes mastocitos foram contabilizados exclusivamente no septo alveolar e espacos
perivasculares, através da contagem de células coradas em 10 Campos de Grande Aumento (CGA,
objetiva de 40X), pelo microscopio Optico BX50 (OLYMPUS, Téquio, Japdo). 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 a analise

estatistica.

4.4 Analises Imunohistoquimicas

A técnica de imunohistoquimica foi empregada com o intuito de identificar a
imunoexpressdo da IL-4 (anti-IL-4, Polyclonal/Rabbit, cddigo PA5-25165, diluicdo 1:200,
Thermo Fisher), para a observacéo da sua expressao em macréfagos alveolares e pneumacitos tipo
Il, entre outras células. A expressdo tecidual de c-kit (anti-CD117, Polyclonal/Rabbit, cddigo
A4502) foi empregado a fim de se constatar a presenca de mastdcitos e progenitores. Para a
revelacdo da técnica foi utilizado o polimero secundario Reveal Polyvalent HRP-DAB Detection
System (Spring Bioscience, Pleasanton, CA). Os resultados foram confirmados pela marcagédo
especifica de um controle positivo, onde uma amostra tecidual com imunoexpressdo sabidamente
positiva para o anticorpo foi alocada juntamente com as amostras dos pacientes (pele humana
inflamada para o anti-1L-4 e pele humana com mastocitose para anti-CD117).

As laminas imunomarcadas com IL-4 foram escaneadas com o auxilio do Scaner de
laminas Axio Scan.Z1 (Zeiss, Jena, Alemanha) e entdo submetidas a geracdo de 10 CGA pelo
software ZEN Blue Edition (Zeiss, Jena, Alemanha). As anélises foram realizadas de modo cego,
sendo as imagens geradas obtidas de regiGes amostrais aleatérias sem a interferéncia de um
observador. De cada CGA, houve a mensuracao das areas de imunoexpressdo pelo software Image
Pro-Plus verséo 4.5 (Media Cybernetics, Rockville, MD), através do emprego de um método de
segmentacdo semiautomatizada por cores, na qual a area imunopositiva para IL-4 foi
artificialmente delimitada e quantificada. Posteriormente, seu valor, expresso em micrémetros
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quadrados (um?) foi dividido pelo valor de sua respectiva area de tecido total (Figura 4) e
finalmente transformado em um valor percentual, sendo expresso na seguinte formula matematica:

Area imunopositiva
valor percentual =

. ) % 100 . Por fim, foram calculados os valores
Area tecido total

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

organizados em planilhas de Excel e posteriormente submetidos a analise estatistica.

Figura 4: Composi¢do demonstrando os processos da segmentacdo semiautomatizada por cores. A: Imagem
digitalizada de uma lamina imunomarcada com anti-IL-4. B: Imagem anterior, cuja &rea de imunopositividade foi
delimitada artificialmente pela cor vermelho, com o intuito da quantificagdo do seu valor. C: Imagem anterior, cuja
area total foi delimitada artificialmente pela cor verde, com o intuito da quantificacdo do seu valor. Fonte: o autor,
2021.

As laminas imunomarcadas com anti-CD117 foram utilizadas para a contagem dos
mastocitos e seus progenitores (células nucleadas CD117 positivas). Estes mastdcitos foram

contabilizados exclusivamente no septo alveolar e espagos perivasculares, através da contagem de
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células positivas em dez CGA, pelo microscopio optico BX50 (OLYMPUS, Tdquio, Japdo). 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 a

analise estatistica.

4.5 Anédlises Estatistica

Variaveis quantitativas foram caracterizadas por medias, desvio padrdo e medianas, com
valores minimos e maximos. A condicdo de normalidade foi avaliada a partir do teste Shapiro-
Wilk. A comparacdo das variaveis quantitativas entre dois grupos foi realizada por meio do teste
ndo paramétrico de Mann-Whitney. Para as variaveis demogréficas foi utilizado o teste T- Student.
Valores de p <0,05 indicaram significancia estatistica. 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 discussao

Os resultados e a discussdo desta dissertacdo estdo apresentados no artigo a seguir, ja
publicado na revista Frontiers in Immunology, indexada 1664-3224, Qualis Al, Scimago Q1,

Fator de impacto 5,085.
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It is cumently 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 immunothrombosis 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 H1N1-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 harnessed 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 & ity, P 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 dinical
staff’s capacity to prevent fatal outcomes. Viewed from the clinical perspective, the aims are to
ameliorate respiratory functions by reducing the diffuse alveolar damage (DAD) that causes acute
respiratory distress syndrome (ARDS) and to prevent the systemic thrombosis and multiple organ
failure (1).

Although the temporal link between inflaimmatory edema and intra-alveolar hyaline membranes
is 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 eventually 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 inflammatory 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 HINIpdm09
infection (Group HIN1, 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 area’s selection followed two criteria; (i) area
with more severe lung injury identified on tomography and
(i1) 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 eosin (H&E).

As read-outs, MCs and progenitors were identified by
immunohistochemistry (IHQ) using a polyclonal antibody anti-
CDI117 (c-kit 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. Spedificity controls were performed by
(i) 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.

CDI117* (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-1L-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
enable 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 | Canparnison between COVID-19, HIN1, and Control groups according to clinical and hstopathological fndings.

Data COVID-19 (N = 6) HINT (N = 10} CONTROL (N = 11)
Gender Male 4 (66.6%) Made 8 (80.0%) Male 8 (72.7%)
Female 2 (33.2%) Female 2 (20%) Female 3 27.3%)
0.581* 0.7e¢"
Age (years)* TE.5/80.5 (53-87) 43.5/44 (23-61) 42.3/45 (18-60)
0.005° 0.006*
Comarbidities jhumber of cases) Hypertension (4/6) — -
Dyslipicternia (1/5)
Mypothyroidism (1/6)
Class 1 obesity (2/8)
Dementis (2/6)
Disbetes Meltus (1/6) Chvonc
Kidney Disease (2/6)
Coronary Desease 2/5)
Time from hospitalization 10 death (days* 12,810 (2-32) 4.70/1.5(1-19) 7.6/4 (1-26)
0.006* 001"
Mechanical ventilaion® 9.7/8 0-21) 4.70/1.5(1-19) -
0.185° -
L-4 fmsue expressor™® 8.26/M.37 (0.7T1-13.3% 0.54/0.41 0.18-1.12) 2.84/2.26 (0.23-7.47)
0.003" 0.0509"
Number of CD117* cells™ 8.93/11.25 (290-12.70) 1.03/0.65 0.20-3.10) 0.51/0.35 (0.10-1.40)
0.002* 0.001*
Number of Mast cells (obuidine blus)*s 1.58/1.35 (1.50-1.08) 0.09/0.10 0.30-0.00 0.05/0.00 (0.20-0.00)
0.001* 0.001*

. Min=Adang.

&Yissue axpression in percentage pev HPE

“Number of CO1T17°/MCs in 10 HPF (averaga).

‘pevalies obtained wore comparad batwean COVID-79 v HINT.

(< wene

Histopathological and
Immunohistochemical Results

Clinical characteristics of the COVID-19, HINI, and Control
groups as age, survival (time from hospitalization to death),
mechanical ventilation, tissue expression of 1L-4, CD117% 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 HIN1
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 neutrophilic
endotheliitis in HINI 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 CD117* cells (IHQ) and MCs (TB) in post-
mortem lung biopsies of patients with COVID-19 with a striking

COWD-19 and Contral group. pvakias ware perk using the nov

Mann-WWhetnay fest (D < 0.08).

difference in the number of CD117% cells and MCs between
the COVID-19 group and the HINI1 (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 CDI117* cells (IHC).
MC degranulation (TB) was consistently seen in the alveolar
septa of COVID-19, as well as TB* individual granules (non-
nucleated) dispersed in tissues and MCs with depleted cytoplasm
(Supplementary Figure 1).

By morphological criteria, the pulmonary cells expressing IL-4
are mainly alveolar macrophages and type [T 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 fissus expression (percentage par HPF), the number of MCs (TB), and the rumber of CDT17+ cslls (MG} in the sheolar
septa of the COVID-19 group compared 10 the H1N1 and Corttral groups. Non-parametnic Kruskal Wallis test. Vidues of p < 0.05 ndcated statistical sigrificance.
Histalogical zection HAE—A) shows evidencs of microvasculer involvernent through endothelial activation (Hack amow) and increased vasculsr permessbilty
manifested by the Sormation of pervascautsr edema (asterisk). (B) (TE) shows thrombosis (asterisk) and pervascular MC (Hlack arow). (C,D) (TB) show evidence of
degranuating (C—black armow) and intact MCs (D —bilack armows) and i the alvecksr septs and perivasculsr spaces, in patients of COVID-19 (C), HINT (D—upper)
arvd Corttral (D —under) groups. (E) Of the COVID-19 group sample shows the massve presence of CD117* nucleated cells {black armrows) compared to
photomicrograph (F) of the HINT group sample {black rrow). Scale bar =50 um. Scarmed by the Asio Scan Scanrer. Z1 {Carl Zass, Germany) with 40x (A=D) and

cytokine IL-4 and 11-6, a pivotal player in the systemic cytokine
storm associated with severe COVID-19 (12).

Although MC-derived histamine is a classical inducer
of microvascular leakage, previous analysis of MC function
in allergic lung disease (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 epithelial 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 effects 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, i.e., 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
(e.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 HINI described in our report was the
increased numbers of IL4-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

Frontiers 1 Immunclogy | ww frontiersin.ong

Septerber 2020 | Volume 11 | Article 574862

32



Molta Jurior ef al,

Mast Cell Degranulstion in SARS-COV-2

responses are shared with the profiles of patients with moderate
clinical manifestations (20). Although peripheral IL-4 responses
were not as prominent as 1L-5, IL-13, IgE, and eosinophils, the
authors pointed out that severe clinical outcomes were associated
with an upward trend for the IL-4 cytokine. Intriguingly,
they also reported that levels of IgE levels were significantly
higher in severe patients and continued to increase as the
disease progressed.

1L-4 can impair endothelial barrier function by inducing
cytoskeleton remodeling. 11-4 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 11 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 mononudear 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-a 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 extrinsicfintrinsic pathways
of coagulation (14, I5, 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 chemakines 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 HINI-induced pneumonia.

The contrasting scores of CD117% cells and MC numbers
(TB) in the alveolar septa of COVID-19 vs. HIN1 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
studies 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 indude MCs and their
progenitors, blood progenitor cells, CD31% 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 HINIpdm(9 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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6.0 LimitacOes

O presente trabalho apresentou algumas limitagOes a serem consideradas. Em decorréncia
do pequeno nimero de amostras que compde o grupo COVID-19, justificada pela dificuldade da
coleta de amostras pulmonares de bidpsia post mortem em um ambiente altamente contagioso de
UTI.

Dados obtidos a partir de amostras pulmonares parafinadas post mortem permitem predizer
informag@es estéticas, relacionadas ao momento em que o paciente morreu. Outras informacdes a
respeito da evolucgdo da doenga ndo podem ser inferidas.

A comparacdo entre pacientes acometidos pela COVID-19 e HIN1pdmQ9, sendo duas
doencas pandémicas diferentes, no ponto de vista clinico, relativas a seus grupos de risco
demografico, mecanismos fisiopatoldgicos e prevaléncia de coinfeccGes também deve ser levado

em consideragéo.
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7.0 Conclusao

No presente estudo, 0 género ndo possui diferenca estatistica entre os grupos analisados.
Entretanto, a idade elevada esta associada como um fator de risco para individuos acometidos pela
COVID-19, tendo uma média maior em relacdo aos pacientes pertencentes aos demais grupos.

Em relacdo aos marcadores imunohistoquimicos avaliados, o percentual de IL-4 tecidual, o
nimero de mastocitos e de seus precursores, assim como 0 numero de mastocitos integros
granulados e em processo de desgranulacdo foram mais elevados no grupo COVID-19, quando
comparados aos demais grupos.

Por conta da presenca aumentada de mastdcitos no ambiente pulmonar, associada a sua
ativacdo por consequéncia das respostas inflamatérias exacerbadas, fica evidente a participacdo
direta destas células ativadas e de seus mediadores citoplasmaticos nos processos fisiopatoldgicos
correlacionados a gravidade da COVID-19.

A fim de se elucidar a participacdo dos mastocitos na COVID-19 mais profundamente,

estudos adicionais envolvendo uma maior quantidade de amostras sdo indispensaveis.
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8.0 Considerac0es finais

Considerando que até o presente momento ndo ha tratamentos precoces consagrados pela
literatura para os sintomas causados pelo virus SARS-CoV-2, somada a quantidade aumentada de
mastocitos observados no ambiente pulmonar e perivascular dos pacientes que foram a dbito pela
doenca, sugere-se 0 uso terapéutico de drogas que inibam a acéo pré-inflamatoria dos mediadores
secretados por essas células. Estudos recentes sugestionam o reaproveitamento de drogas com
acdo antagonista aos receptores de histamina.

A atuacdo dos anti-histaminicos surge como uma opc¢do com propdsito de atenuar a acéo
de seu mediador no contexto inflamatdrio, 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 Introducao

Mastocitos sdo conhecidos por sua acdo nas respostas alérgicas e inflamatorias. No
momento em que antigenos desencadeiam a sua ativacdo, atraves da sua ligacdo cruzada com IgE
e a ligacdo com seu receptor de afinidade FceRI, ddo inicio a uma cascata de secrecdo de
mediadores quimicos armazenados em seu citoplasma (31). Entretanto, o processo de
desgranulacdo mediados por IgE ndo sdo os Unicos fatores a promover tal evento. Mastdcitos
conservam uma miriade de diferentes classes de receptores que, ao serem sinalizados através de
seus ligantes, também induzem essa célula sentinela a desgranular (21).

Dentre os receptores de membrana promotores da ativacdo dos mastdcitos independentes
das IgEs, destacam-se 0s Receptores de Reconhecimento Padrdo (PRRs), incumbidos ao
reconhecimento de PAMPs e DAMPs, alarminas compreendidas por fragmentos celulares
piroptéticos e fragmentos de patdgenos e material genético resultante da resposta inflamatoria
inata e adaptativa (19,21).

Citocinas também estdo vinculadas ao processo de ativacdo e desgranulacdo de mastdcitos.
Interleucina 33 (IL-33), citocina do tipo 1 pertencente a familia da IL-1 largamente imunoexpressa
em ceélulas epiteliais que estdo em contato direto com o ambiente externo, também podem ativar
mastocitos. Sao secretadas apos insultos decorrentes de lesdes, inflamacdo ou qualquer outro tipo
de estresse, incluindo apoptose. Tem como receptor outra proteina da familia da IL-1: ST2, ou
receptor de Interleucina 1 soltvel do tipo 1 (IL-1RL1), amplamente expressa na superficie de
mastocitos (21,41).

Como resposta a ativacdo e secrecdo dos mediadores pré-armazenados sob grénulos
citoplasmaticos, uma enorme variedade de respostas fisioldgicas é desencadeada local e
sistemicamente. Histamina, uma amina vasoativa pertencente a uma classe de mediadores
envolvidos na regulacdo do tonus e permeabilidade vascular, possui influéncia direta na dindmica
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da passagem de exsudato plasmatico circulante ao tecido (32). Como consequéncia, inicia-se o
quadro de edema intersticial, formacdo de membranas hialinas que recobrem a parede luminal
alveolar e apoptose de pneumdcitos do tipo | e sua substituicdo por pneumdcitos do tipo I,
caracteristicas do dano alveolar difuso (DAD) (14).

A leséo da estrutura pulmonar promovida diretamente pelos mediadores mastocitarios néo
é a unica fonte do aumento da permeabilidade vascular, fator este que proporciona 0 agravamento
da doenca (34).

Dentre os diversos mediadores quimicos secretados pela ativacdo dessa célula, a heparina
surge indiretamente como pivd a iniciar uma complexa resposta inflamatéria, envolvendo o
Sistema de Ativacdo por Contato (CAS, do inglés Contact Activation System), que se resume a
uma cascata proteolitica atuante na coagulacdo intravascular, inflamacdo e intensificacdo da
permeabilidade vascular (21,34,42). A heparina, de maneira semelhante ao colageno, &cidos
nucleicos (DNA e RNA) e compostos artificiais como vidros e polimeros, leva a clivagem
proteolitica do FXII a sua forma ativada (FXIla), devido a sua atracéo elétrica por superficies de
carga negativa (43). O FXIlla possui um papel central no sistema de ativacdo por contato, seja
atuando diretamente no inicio da cascata de coagulacdo das vias intrinsecas e extrinsecas, seja
dando inicio ao KKS, convertendo a pré-calicreina em sua forma ativa circulante: a calicreina.
Esta Gltima ainda tem a capacidade de hidrolisar a forma neutra FXII, ativando-a, em um ciclo
positivo de retroalimentacédo (43,44).

A calicreina € um polipeptideo com fungdes de degradacdo proteica. No KKS, tem um
papel fundamental na clivagem proteolitica dos cininogénios de alto peso molecular e baixo peso
molecular, ambos sintetizados pelo figado (44). Como resultado da acdo da calicreina, o
cininogénio de alto peso molecular é degradado no hormonio nonaptidico bradicinina, enquanto o
cininogénio de baixo peso molecular é metabolizada na forma de calidina, um decapeptideo com
atuacdo fisioldgica idéntica a bradicinina (34,45). Ambas tém como alvo os receptores de
bradicinina 1 (B1R) e 2 (B2R). Enquanto BR2 sdo constitutivamente presentes em grande parte
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dos tecidos, principalmente na vasculatura endotelial, B1R é ativado focalmente em situacdes de
lesdo tecidual, estresse e quadros inflamatorios (46). Deve-se ressaltar que os alvos do receptor
B1R sdo as formas degradadas de bradicinina e calidina, resultado da acdo enzimaticas de
cininases (44). A ligacdo das cininas com seus respectivos receptores agonistas desencadeia
processos de regulacdo do ténus vascular e inflamatérios, incluindo aumento da permeabilidade
vascular e dor (47). O processo de desgranulacdo do mastdcito, resultando na secrecdo de heparina
e consequentemente no inicio da ativacdo do Sistema Contato e Sistema da Calicreina-Cinina

pode ser observada pela representacdo grafica da Figura 5.

9.2 Justificativa

A participacdo dos mastocitos esta evidente no agravamento do quadro inflamatdrio em
pacientes acometidos pela COVID-19, dada a sua elevada densidade no tecido intersticial e
perivascular pulmonar. Lesdes e edema provocados em decorréncia de uma permeabilidade
vascular exagerada induzida por alguns de seus mediadores fazem correlacdo direta com

desfechos desfavoraveis na COVID-19.
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Figura 5: Ativacdo e desgranulacdo dos mastécitos e seu papel indireto no aumento da permeabilidade
vascular. Representacdo gréfica ilustrando a atuacdo dos mastdcitos no agravamento da doenca, em decorréncia de
sua ativacdo através das citocinas secretadas durante os eventos de piroptose e a tempestade de citocinas, com
destaque para IL-33, ou ainda por residuos de fragmentos virais e celulares piroptéticos (PAMPs e DAMPs). IgE
também participa da ativacdo dessas células. Como consequéncia, uma grande quantidade de mediadores quimicos
armazenados no citoplasma dos mastdcitos é secretada. Entre essas substancias, aquelas que atuam na vasodilatagéo e
promocao do aumento da permeabilidade vascular possuem grande importancia na doenga, uma vez que contribuem
diretamente para o extravasamento plasmatico intersticial e alveolar, acarretando no aumento da lesdo pulmonar,
edema e formagdo de membrana hialina intra-alveolar; esta ultima originando o dano alveolar difuso (DAD). Em
contrapartida, mediadores como a heparina tem atuagdo indireta no processo de edema intersticial e DAD. Heparina
tem a capacidade de ativar Fator XII, que estimula a cascata proteolitica de coagulacdo e contribui com os quadros de
microtrombose. Fator XII ativado também fomenta o inicio do sistema calicreina-cinina, que tem como desfecho a
execragdo do quadro inflamatdrio e exsudativo. Confeccionado com BioRender.com. Fonte: o autor, 2021.

9.3 Objetivo Geral

O estudo em questdo tem como proposta avaliar a imunoexpressao tecidual dos marcadores
imunohistoquimicos anti-IL-33, anti-B1R, anti-B2R, bem como quantificar mastocitos
sensibilizados pela imunoglobulina do tipo E e em processo de sintese e armazenamento de
triptase em amostras pulmonares de pacientes com COVID-19. Tem-se ainda como objetivo
detectar células em decurso apoptético nas amostras pulmonares de pacientes que foram a obito

por COVID-19.
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9.4 Objetivos especificos

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

- Realizar a detecgdo de células em processo de dano e fragmentacdo de seu DNA nas amostras
pulmonares de pacientes que foram a 6bito por COVID-19;

- Avaliar a imunoexpressdo imunohistoquimica tecidual dos receptores B1 e B2 da bradicinina e
seus derivados em amostras pulmonares de pacientes que foram a 6bito por COVID-19;

- Avaliar a imunoexpressdo imunohistoquimica tecidual de I1L-33 em amostras pulmonares de
pacientes que foram a 6bito por COVID-19;

- Quantificar o numero de mastdcitos em processo de sintese e armazenamento de triptase em
amostras pulmonares de pacientes que foram a 6bito por COVID-19;

- Quantificar o nimero de mastdécitos sensibilizados por IgE em amostras pulmonares de pacientes
que foram a ébito por COVID-19;

- Comparar os resultados acima com amostras pulmonares de pacientes que foram a 6bito por
H1IN1pdmO09;

- Comparar os resultados acima com amostras pulmonares de pacientes que foram a 6bito por

outras causas que ndo lesdo pulmonar (controles).

9.4 Metodologia amostras

Os dados clinicos dos pacientes que foram a 6bito por COVID-19 (grupo COVID-19) sdo
originarios dos prontuarios médicos durante a internacdo 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 esfregacos nasofaringeos adquiridos
durante o periodo de internacdo, 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
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SuperScript ™ III Platinum® One-Step qRT-PCR (numero Catélogo: 11732020, Massachusetts,
Estados Unidos), positivos para SARS-CoV-2.

O grupo H1N1 apresenta amostras post mortem de pulmdes de pacientes cuja causa de
morte foi infeccdo respiratoria aguda grave por HIN1pdmQ9 (n = 10) durante a pandemia de 2009.
Os pacientes foram testados por meio de amostras frescas de biopsias pulmonares post-mortem, e
a RT-gPCR realizada (técnica similar a do grupo COVID-19) foi positiva para HIN1pdmQ9.

O grupo CONTROLE (n = 11) é composto por amostras pulmonares provenientes de
necropsias de pacientes que morreram por doenca cardiovascular e neoplasica, ndo envolvendo
lesGes pulmonares.

Para facilitar a execucdo dos ensaios técnicos histoquimicos e imunohistoquimicos, foi
procedido a construcdo de blocos teciduais parafinados multiamostrais (TMA, do inglés Tissue
Microarray) com a retirada de fragmentos cilindricos medindo aproximadamente 0,3cm de
didmetro das areas 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

COMISSAO NACIONAL DE £ Plataforma
ETICA EM PESQUISA %oﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: COVID19
Caracterizagéo clinica e epidemiolégica de pacientes atendidos em Curitiba-PR
Pesquisador: Cristina Pellegrino Baena
Area Tematica: A critério do CEP
Versao: 1
CAAE: 30188020.7.1001.0020
Instituicao Proponente: Pontificia Universidade Catélica do Parana - PUCPR
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.944.734

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Nao foram encontrados obices éticos nos documentos do protocolo.

Consideragoes Finais a critério da CONEP:

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

Situacdo: Protocolo aprovado.

Situagado do Parecer:
Aprovado

BRASILIA, 31 de Marco de 2020

Assinado por:

Jorge Alves de Almeida Venancio
(Coordenador(a))

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

Bairro: Asa Norte CEP: 70.719-040
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-5877 E-mail: conep@saude.gov.br
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Anexo 2

2 Comité de Etica i
5 [Somue de 1t PONTIFICIA UNIVERSIDADE
- Clcer CATOLICA DO PARANA - PUC/ %':MM oI
PUCPR PR

o

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicao Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Expresséo tecidual de moléculas de adesédo e de interleucinas, em amostras
pulmonares de pacientes que foram a 6bito por pneumopatias graves pandémicas
(Influenza A H1N1) e nao-pandémicas.

Pesquisador: Lucia de Noronha

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 76401717.0.3001.0020

Instituicao Proponente: Pontificia Universidade Catélica do Parana
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.550.445

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
A pesquisa esta objetivamente relatada, ndo havendo qualquer necessidade de outros esclarecimentos.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Todos os termos necessarios para a realizacao do projeto foram apresentados e estdao em

conformidade com a Resolucéao CNS N° 466 de 2012.

Recomendacoes:

Nao se aplica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacodes:

Sem pendéncias.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Lembramos aos senhores pesquisadores que, no cumprimento da Resolugdo 466/2012, o Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) devera receber relatérios anuais sobre o andamento do estudo, bem como a qualquer
tempo e a critério do pesquisador nos casos de relevancia, além do envio dos relatos de eventos adversos,
para conhecimento deste Comité. Salientamos ainda, a necessidade de relatério completo ao final do
estudo.

Eventuais modificacoes ou ementas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP-PUCPR de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificado e as suas justificativas.

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituicées, cabe ao pesquisador nao inicia-la antes de
receber a autorizacao formal para a sua realizacéo. O documento que autoriza o inicio da pesquisa deve ser
carimbado e assinado pelo responsavel da instituicdo e deve ser mantido em poder do pesquisador
responsavel, podendo ser requerido por este CEP em qualquer tempo.

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

CURITIBA, 19 de Marco de 2018

Assinado por:
NAIM AKEL FILHO

(Coordenador)
Endereco: Rua Imaculada Conceicao 1155
Balrro: Prado Velho CEP: 80.215-901
UF: PR Municiplo: CURITIBA
Telefone: (41)3271-2103 Fax: (41)3271-2103 E-mall: nep@pucpr.br
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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 apresentagdo do quadro
clinico, exames laboratoriais, evolugdo da doenga, juntamente com alteragbes da pulmonares em
pacientes com COVID-19.

O virus SARS-CoV-2 emergiu no ultimo bimestre de 2019, em que a doenca provocada por este
microrganismo foi reportada inicialmente na China, espalhando-se rapidamente pelos
continentes, até que em 11 de marco de 2020, a Organizacdo Mundial de Satde decretou estado
de pandemia. O surto foi identificado como uma série de casos de pneumonia em que muitos
pacientes evoluiram para insuficiéncia respiratdria e obito.

Embora existam muitos estudos em andamento para busca de tratamento e vacina, ainda nédo
existe evidéncia definitiva de cura para toda a populacéo.

PROCEDIMENTOS:

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

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

3. Biopsia minimamente invasiva de fragmento de musculo esquelético intercostal, com dimensfes
de 1x1 cm, quando acessivel pela mesma abertura no térax.

4. Bidpsia de rim minimamente invasiva, guiada por Ultrassom, com puncéo por agulha para
tecidos, com fragmentos de aproximadamente 10 a 20 mm.

5. Bidpsia de figado minimamente invasiva, guiada por Ultrassom, com puncéo por agulha para
tecidos, com fragmentos de aproximadamente 10 a 20 mm.

ANALISES:

A partir dos fragmentos de pulmdo, coragdo, rim, musculo esquelético e figado (quando coletados) serdo
realizados preparos em formato de laminas para estudo de células, proteinas, anticorpos, presenca do
virus, estudos genéticos e imunolégicos.

RISCOS:

N&o hé existéncia de qualquer risco bioldgico ao doador ou familiares em decorréncia dos
procedimentos a serem realizadas pela pesquisa.

BENEFICIOS:

A autorizacdo de coleta destas amostras de sangue e tecido pelos familiares do doador trazem
como beneficio a possibilidade de execucdo de estudos em busca de compreensdo da nova
doenca provocada pelo virus SARS-CoV2, além de contribuicdo para o desenvolvimento de
linhas de tratamento e prevencdo, 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 serd mantido em sigilo. Os pesquisadores
se responsabilizam pela guarda e confidencialidade dos dados, bem como a ndo exposi¢do dos
dados de pesquisa.

RESSARCIMENTO E INDENIZACAO:

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

CONTATO

Os pesquisadores envolvidos com o estudo sdo Juliano Gasparetto, Cristina Baena, Anna Flavia
Miggiolaro, Felipe Tuon, Andrea Moreno, Lucia Noronha, Thyago Moraes, Lidia Moura, José
Faria, Gustavo Lenci, que sdo pesquisadores e professores na Escola de Medicina da PUCPR e
com eles poderei manter contato pelos telefones (41)3271-2979. O Conselho Nacional de
Pesquisa (CONEP) é composto por um grupo de pessoas que estdo trabalhando para garantir
que seus direitos como participante de pesquisa sejam respeitados. Ele tem a obrigagdo de
avaliar se a pesquisa foi planejada e se estd sendo executada de forma ética. Se vocé achar que a
pesquisa ndo esta sendo realizada da forma como vocé imaginou ou que esta sendo prejudicado
de alguma forma, vocé pode entrar em contato com o CONEP pelo telefone (61)3315-5877
entre segunda e sexta-feira das 08h as 18h ou pelo e-mail conep@saude.gov.br Endereco:
SRTVN 701, Via W 5 Norte, Lote D 3° andar Brasilia.

Por meio deste instrumento eu (nome
completo), (grau de parentesco com o paciente), RG
autorizo a biopsia post-mortem do paciente apds seu 6bito para fins de
determinacdo da causa de morte, doengas primdrias, doengas ndo diagnosticadas e relacionar com a
suspeita de infecgdo por Coronavirus (COVID-19).

Nome do
paciente:

Datade 6bito: /| Hora de obito:
Hospital em que ocorreu o 6bito:
Declaro estar ciente que:
e O procedimento implica na retirada de amostras de 6rgdos do paciente de maneira minimamente
invasiva.
e As amostras retiradas serdo mantidas e acondicionadas respeitando o sigilo médico-paciente
assim como as normas e padrdes de confidencialidade e ética aplicadas a pesquisa cientifica.
e Esta bidpsia post-mortem ndo tem carater pericial, ndo sendo indicada para causas de morte
ndo naturais ou suspeita, ndo importando o tempo entre o evento e a morte do paciente.
e Também autorizo o uso das amostras coletadas provenientes do exame de bidpsia post-mortem
para ensino e pesquisa, desde que sejam cumpridas as normas vigentes no pais para esse fim.
e Declaro que tive respostas para minhas perguntas e que fui informado de forma satisfatoria sobre
o(s) procedimento(s) acima descrito(s).

Sendo assim expresso meu livre consentimento esclarecido para a biopsia post-mortem no Hospital:
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Assinatura do parente ou responsavel:
Assinatura e CRM do médico solicitante:
Curitiba de de

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