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RESUMO

A doenca do coronavirus 2019 (COVID-19) é caracterizada por uma infeccao
sistémica causando desregulacado no sistema imune por exacerbacao a reposta ao virus
SARS-CoV-2 e impactando em outros sistemas como o sistema hematopoiético e na
hemostasia. Asalteracbes relacionadas a ambos sistemas podem ser mensuradas em
exames de rotina laboratorial e auxiliam na distincdo de casos com maior gravidade. O
hemograma completo apresenta parametros celulares que direcionam o clinico néo
somente no momento do diagndstico da doenca, mas também durante sua evolucdo. Os
parametros de dados da populacao celular (CPD) relatados pelo analisador XN (Sysmex,
Kobe, Japao,2023) refletem o tamanho e a complexidade interna dos leucocitos.Os CPD
foram analisados em todas as pacientes doentes e classificados conforme a presenca das
principais comorbidades (Hipertensao Arterial Sistémica, Diabetes Mellitus,pessoa com
Obesidade), além disso foi analisada a genotipagem do SARS-CoV-2 das pacientes
correlacionado com a gravidade. O objetivo principal do estudo foi avaliar a utilidade clinica
desses parametros como biomarcadores para a triagem precoce da COVID-19 grave em
mulheres. O grupo de estudo incluiu 100 amostras de mulheres para controle (sem
alteracdes quantitativas ou morfolégicas no hemograma completo) e 84 pacientes com
diagndstico de COVID-19 confirmados por transcricdo reversa seguida pela reagcdo em
cadeia da polimerase em tempo real (RT-gPCR). O ponto de corte ideal dos parametros
analisados para a triagem de gravidade da COVID-19 foi estabelecido por curvas ROC(do
inglés, Receiver Operating Characteristic Curve) e as medianas para os CPD foram
estabelecidas utilizando uma regressao logistica multivariada, analisando dois tempos
diferentes de coleta de amostra. Os tempos analisados correspondem a admissao e a alta
hospitalar das pacientes, independentemente do desfecho. A linfopenia acentuada nos
casos mais graves foi caracterizada pela diminuicdo dos parametros: LY-X; LY-Yque
caracterizam os linfécitos e se apresentaram mais relevantes entre os CPD estudados na
admissdo de COVID-19 grave aplicando analise logistica multivariada somada aos
resultados obtidos nas curvas ROC comparando doentes moderados e graves.Outros
parametros analisados na admissdo hospitalar que demonstraram significaAncia na
diferenciacdo entre a doenca moderada e grave foram:WBC(leucécitos),RNL(relacao
neutrofilo/linfocito) e D-dimero com p <0,001. A classificagdode gravidade foi estabelecida
pela padronizagdo internacional composta pelo conjunto dos principais critérios:
oxigenacao < 93%, frequéncia respiratéria = 24 IRPM, hipotensdo arterial e oliguria.
Quando aplicado as curvas ROC nos parametros estudados em comparacao entre doenca
moderada /grave, os seguintes parametros leucocitarios:WNR-WY; NE-SSC; LY-X; LY-Y;
NE-SFL; RNL; WNR-X apresentaram p < 0,05 e p < 0,001 para WBC.

Palavras-chave: COVID-19. SARS-CoV-2. Dados de populacao celular (CPD).
Hemograma. Gravidade do paciente. Mulheres e comorbidades.



ABSTRACT

The coronavirus disease 2019 (COVID-19) is known to cause a systemic infection
that can lead to immune system dysregulation due to an exacerbated response to the SARS-
CoV-2 virus. Routine laboratory tests can help measure changes related to both systems
and aid in distinguishing cases with greater severity. This can have an impact on other
systems, such as the hematopoietic and hemostasis systems. The complete blood count
provides cellular parameters that guide clinicians not only in the diagnosis of the disease
but also during its progression. The cellular population data (CPD) parameters reported by
the XN analyzer (Sysmex, Kobe, Japan, 2023) reflect the size and internal complexity of
leukocytes. The study analyzed and classified the CPD of sick patients based on the
presence of major comorbidities such as systemic arterial hypertension, diabetes mellitus,
and obesity. It also analyzed the genotyping of SARS-CoV-2 in correlation with severity. The
main objective of the study was to evaluate the clinical usefulness of these parameters as
biomarkers for early screening of severe COVID-19 in women. The study group comprised
of 100 female control samples, which did not exhibit any quantitative or morphological
changes in the complete blood count. Additionally, the group included 84 patients who were
diagnosed with COVID-19, confirmed by reverse transcription followed by real-time
polymerase chain reaction (RT-gPCR). The study established the ideal cutoff point for the
analyzed parameters to screen for COVID-19 severity through the use of Receiver
Operating Characteristic (ROC) curves. Median values for the cycle threshold (Ct) were
determined using multivariate logistic regression, taking into account two different sample
collection times: admission and hospital discharge, without regard to the outcome. In severe
cases of COVID-19, there was a notable decrease in LY-X and LY-Y parameters, which are
indicative of lymphocyte count. In severe cases of COVID-19, there was a notable decrease
in LY-X and LY-Y parameters, which are indicative of lymphocyte count. These parameters
were found to be more significant among the patients studied upon admission for severe
COVID-19, as determined by multivariate logistic analysis and ROC curve comparison
between moderate and severe cases. Other admission parameters that showed significance
in differentiating between moderate and severe disease were WBC (white blood cells), RNL
(neutrophil/lymphocyte ratio), and D-dimer with p <0.001. Severity classification was
established by the international standard composed of the main criteria: oxygenation <93%,
respiratory rate 224 IRPM, arterial hypotension, and oliguria. When examining the ROC
curves for the studied parameters in the comparison between moderate and severe disease,
it was found that the leukocyte parameters WNR-WY, NE- SSC, LY- X, LY-Y, NE-SFL, RNL,
and WNR-X showed statistical significance with p-values of less than 0.05 and 0.001 for
WBC.

Keywords: COVID-19. SARS-CoV-2. Cell population data (CPD). Blood count. Patient
severity. Women and comorbiditie.



ANVISA

CDC
CHC-UFPR

CoV
COVID-19

CPD
ECA?2
HB
HCT

IG

LY-X
LY-Y
NE-SFL
NE-SSC
NRL
OMS
ORF
PCR
PAHO

PLQ
RBC
RDW
RNA
RT-gPCR

ROC

SARS-CoV-2
WBC
WDF-WX

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

Centro para Controle e Prevencao de Doencas
Complexo Hospital de Clinicas da Universidade Federal

do Parana
Coronavirus

Doenca do coronavirus 2019

Cell population data (Dados de populacao celular)
Enzima conversora da angiotensina 2
Hemoglobina
Hematocrito ou Volume globular
Granuldcito imaturo
Complexidade celular dos linfocitos
Intensidade de fluorescéncia dos linfécitos
Intensidade de fluorescéncia de neutrofilos
Complexidade celular de neutrdfilos
Relacao neutrdfilos/linfocitos
Organizacao Mundial da Saude
Quadro de leitura aberto

Reac&o em cadeia da polimerase

Organizacao Pan-Americana da Saude

Plaquetas

Red blood cells (Hemacias)
Coeficiente de anisocitose
Acido Ribonucleico

Transcricao reversa seguida pela reagcdo em cadeia
da polimerase em tempo real

Receiver Operating Characteristic Curve

Coronavirus da sindrome respiratéria aguda grave 2

White blood cells (Leucécitos)

Canal diferencial de leucécitos, complexidade e largura
de dispersao



WDF-WY - Canal diferencial de leucocitos, intensidade de fluorescéncia e
largura de dispersao

WHO - World Health Organization

WNR-WX - Complexidade dos leucdcitos e largura de dispersao dos

eventos medidos

WNR-WY - Intensidade de fluorescéncia dos leucdcitos e largura de
dispersao

WNR-X - Canal de contagem de leucdcitos e complexidade celular WNR-

Y - Canal de contagem de leucocitos e intensidade de

fluorescéncia



FIGURA 1

FIGURA 2

FIGURA3

FIGURA 4
FIGURA 5

FIGURA 6
FIGURA7
FIGURA 8
FIGURA9
FIGURA 10
FIGURA 11
FIGURA 12
FIGURA 13

LISTA DE FIGURAS

REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO SARS-
(O70 )V 18
ESTAGIOS DA DOENCA, SINTOMAS E CONDUTAS COM A
FASE CLINICADA COVID-19 ..o 23
FLUXOGRAMA DAS AMOSTRAS INCLUIDAS
PSS 34
PRINCIPIO DA IMUNOTURBIDIMETRIA........c.cocoveveereeeee. 35
ESQUEMA DA UNIDADE OPTICA DO ANALISADOR

XN = BT00 e 36
CITOMETRIA DE FLUXO FLUORESCENTE........ccccieeeiiee. 37
REPRESENTACAO DO CANALWNR .......c.ccovevivireereeieee 39
REPRESENTAGCAQO DO CANAL WDF.........oooeoeseeseseesesersesssesenes 40
CURVA ROC WBC (LeUCOCIHOS) .....uuueeeeeeeeeeeeieiiicee e eeeeeeeeens 52
CURVA ROC RNL (relagao neutrofilo/linfocito) .......coeeeeeeeeeee. 53
CURVA ROC D-DIMERO........oouiuiieiiniiicieieeisieeee e 54
CURVAS ROC WNR-WY,NE-SSC,LY-X,LY-=Y ccorrrrrrrrrrrrrserereeneeen 56
CURVAS ROC NE-SFL,RNL,WNR-X,WBC ........ccccceeerrrrreannen. 57



QUADRO A
QUADRO B

QUADRO C
QUADRO D
QUADRO E

TABELA1
TABELA?2
TABELA3
TABELA4
TABELAS
TABELA 6

TABELA 7

TABELA 8

LISTADE QUADROS E TABELAS

FATORES DE RISCO PARA COVID-19 .....coooiieieieeeeeen 26
CRITERIOS DE GRAVIDADE DA INFECCAO POR SARS-CoV-
2 e, 27
ANALISES GRAVIDADE/DESFECHO X COMORBIDADES...49
ANALISE GRAVIDADE X DESFECHO. ......cocooviieeieeeen. 49
ANALISE CURVAS ROC COMPARAGCOES PAREADAS

(0104 5 5 K TS 55
ANALISE ESTATISTICA GRAVIDADE .........cooovieviieeen, 44
ANALISE ESTATISTICADESFECHO ........coovvevieeceeeen, 45
ANALISE ESTATISTICA DO D-DIMERO ........cocoeveviecveenne. 46
ANALISE ESTATISTICA WBC...oooooeeeerseseseesrssseesessossssosseees 47
ANALISE ESTATISTICARNL ..o, 48
ANALISE ESTATISTICA COMPARATIVA CURVAS ROC

CONTAGEM DE LEUCOCITOS (WBC) ....ceveuveeeeeeeeeeeeeen 52

ANALISE ESTATISTICA COMPARATIVA CURVAS ROC COM
RELACAO NEUTROFILO/LINFOCITO (RNL)......c.ccveereeee. 53

ANALISE ESTATISTICA COMPARATIVA CURVAS ROC COM
RELACAO AO D-DIMERO. ......ccveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenee 54



SUMARIO

g I 30T 11 L0 o J 13
2 REVISAO DE LITERATURA .......ooiiceeeseeesseesessessesseesessesssssessssssssssssssssssssssnes 16
2.1 O SARS-COV-2 E A COVID-19u s sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 16
2.1.1 Estrutura e caracteristicas geNOMICAS......ccccormreeemssmmmmeesesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 17
2.2 PATOGENIA....... ettt ettt er e et e e s e e e s e e esaeeeanseeeennneeennns 19
2.2.1 Periodo de iNCUDAGA0..........cciiiiiiiiiee e a e 19
2.2.2 TranSMISSA0 VIFAl .....cociiiiiiiiiii ettt eeeeees 19
2.2.3 Mecanismo de iNfECGAOD..........ieiiiiiiie e a e 19
2.3 MANIFESTAGOES CLINICAS ..ot 21
2.3.1 Infecgdes asSINOMALICAS. ..........uuuiiie e 21
2.3.2 Gravidade dainfecgao sintomatica..............ouvviiiiiiiiiiii e 23
2.3.2.1 Espectro de gravidade e taxas de mortalidade.............ccccccoeveeieiiiiiiiininnnn. 23
2.4 DIAGNOSTICO LABORATORIAL.......ocveeeeeeeeeeeeeeeee e 27
2.4.1 Monitoramento laboratorial dos casos moderados/graves............cccocoeveeeeennn. 30
3 JUSTIFICATIVA . ... s s s e s s s s w e 31
4 OBUETIVOS ...ttt ettt s e e e s s s s s s s e s s s s e s e s e s s s s s e s e e e e s e e e e e e e e e s s e e e e e e e e e e e e e e e e nnennnnees 32
4.1 OBJETIVO GERAL ... 32
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..., 32
5 MATERIAL E METODOS .......ocoviitcecicaeeee e sesssssse s e ssessssessssssssssssssnssssssans 33
5.1 CASUISTICA. ... oot en e 33
D 1. AMIOSI A e eeeeesssssss s esssssss s s R RS R A R 33
5.1.2 Critérios de iNClUSE0 € EXCIUSA0 ........uuiieieeieeieiiiceee e 34
5.1.3 ASPECIOS ELICOS. ... .. et e e ee e e e e e e e e e e e e e e e eeennes 34
5.2 REVISAO DOS PRONTUARIOS ..o, 35
5.3 METODOS DIAGNOSTICOS APLICADOS .......oovieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 35
5.3.1 Método: Imunoturbidimetria - Dosagem do D-dimero...........ccccccoeveeevveeennnnne. 35
5.3.2 Método: Citometria de fluxo/ Impedancia- hemograma completo e CPD ....... 36
5.3.3 - Biologia Molecular- RT-gPCR e genotipagem.............cccooviviiiiiiiieeeeeeeeeen. 41
5.4 ANALISE ESTATISTICA. .oocoeoesrsrsssesessssessessesssssessessssssssessesssssesssssssssssssss s 42
6 RESULTADOS ........ccccceerrrrerrssssssssssssssesesssssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnnsnes 43

6.1 CURVAS ROC ... 50



8 05 o U =17 .Y S 58

7.1 GRAVIDADE.......cocoeeeesssssmsssssssssssesssssssessssne 58
7.2 DESFECHO .......oooovooeoeeeeoeeeeeeeeeeeoeee oo 60
7.3 DIABETES MELLITUS w..o.oooocooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo 61
7.4 HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA. .......vvooereeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 62
7.5 OBESIDADE ......oooovoooeeeeoeeeeeoeeeeeeeee oo eeeeee e 67
7.8 DPOC ..o 68
7.7 GENOTIPAGEM .......ooooovoooeeeooeeeeeeee oo 69
8 LIMITAGOES DO ESTUDO..........ceovieererereseaesseessesesesesesesesssesesesesssssanns 70
9 PONTOS FORTES DO ESTUDO ......covvvvveveennenensneeessessesssssssssssssssssssssssssssssssssseees o 71
10 CONCLUSOES .....oorveveeeneessesssssssssssssssssssssssesssssassssssasesssssssssssssssessssssnessssans 72
REFERENCIAS .........oooeseeveessssssessssssssesssssssessssssssssssssesssssssesssssssessssssssssssasnessssans 73

ANEXOS ... s 90



13

1 INTRODUGAO

Em dezembro de 2019 a cidade de Wuhan, provincia de Hubei, na Republica
Popular da China registrou os primeiros casos de pacientes acometidos por uma
infeccao respiratoria grave causada por um coronavirus até entdao desconhecido, o
qual foi denominado temporariamente de Novo Coronavirus 2019 (nCoV-19). O
Internacional Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) foi convocado para definir a
nomenclatura oficial desse microrganismo e decidiu que o nome deste novo
coronavirus seria Severe Acute Respiratory Syndrome — Related Coronavirus (SARS-
CoV-2) (WHO, 2020a; GORBALENYA et. al., 2020). Em 11/02/2020 a World Health
Organization (WHO) definiu a nomenclatura oficial para a “doenca” causada por este
virus como Coronavirus Disease-2019 (COVID-19) (WHO, 2020a). Em 11/03/2020, a
WHO decretou estado de pandemia para esta infec¢do, desde que a COVID-19
rompeu a fronteira geografica da China avangando rapidamente para outros paises
longe do epicentro da epidemia (WHO, 2020a). Reafirmando seu elevado potencial de
disseminacdo, até os dias atuais a COVID-19 contabilizou mais de 600 milhdes de
casos diagnosticados em 204 paises, com mais de 14,9 mil 6bitos (OPAS, 2022). O
primeiro caso da infecgdo no Brasil foi registrado na cidade de Sao Paulo no dia
26/02/2020. Este primeiro paciente referia historia de viagem recente para a regiao
Norte da Italia, onde concentrava a maioria dos casos da COVID-19 naquele pais. Ele
foi controlado em domicilio, visto que o quadro respiratorio era de moderada
intensidade, com plena recuperacao (SESA-SP, 2020).

No Brasil, o numero de casos confirmados, até a data de 13/11/2023 é de
37.994.356 com 706.986 oObitos registrados sendo a maior concentragdo de casos e
Obitos pertencentes ao Estado de Sao Paulo (MS, 2023). No estado do Parana foram
contabilizados até 13/11/2023 cerca de 2.963.916 casos confirmados e 46.482 &bitos
sendo que na capital Curitiba, a secretaria municipal de saude registrou no mesmo
periodo mais de 610.400 casos confirmados e cerca de 8.800 obitos (SESA-PR, SMS-
CURITIBA, 2023).

Do inicio da pandemia até o momento varias estratégias profilaticas foram
adotadas pelo Ministério da Saude do Brasil para o pronto reconhecimento de possiveis
casos da infeccdo pelo SARS-CoV-2. Também houve a publicacdo de inumeros
Boletins Epidemiolégicos, a instalacdo do Centro de Operacées de Emergéncia, a

elaboracao de protocolo assistencial e o reconhecimento desta
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infeccdo como Emergéncia em Saude Publica de Importancia Internacional (ESPII) e
nacional (ESPIN) (MS, 2020). Iguais esforgos foram verificados nas Secretarias
Estaduais e Municipais de Saude no pais como um todo.

A caracterizagdo proposta pelas autoridades sanitarias baseada na
sintomatologia da COVID-19 somada ao diagnéstico auxiliar dos exames de imagem
foram cruciais no atendimento emergencial dos casos. Os parametros clinicos
considerados foram: febre, sinais e sintomas de infecdo pulmonar, além de alteracdes
radiolégicas pulmonares tipicas deste acometimento (raios-X simples e tomografia). Na
verdade, o tempo necessario para a realizagao de numero tao elevado de testes (RT-
gPCR) extrapolou a necessidade e a expectativa dos diagnosticos num primeiro
momento. Além disso, conforme o numero de casos aumentava alguns parametros
laboratoriais comuns e presentes na maioria dos casos foram observados e utilizados
como ferramentas auxiliares de diagndstico, para diferenciagcao entre outras patologias
e como carater de monitoramento para a gravidade dos casos.

Segundo dados publicados anteriormente, o laboratério clinico péde auxiliar na
distincao de casos de COVID-19 com relagao a outras infec¢des virais e na avaliagéao
da gravidade da doencga (LIPPI et al. 2020; HENRY et al., 2020). Desde o inicio da
pandemia do coronavirus algumas anormalidades Ilaboratoriais foram mais
proeminentes observadas e associadas a doencga e, dentre estas alteragoes, estao a
contagem de leucocitos variavel acompanhada de linfopenia persistente, elevagoes de
biomarcadores inflamatorios como proteina C reativa, procalcitonina e ferritina além do
aumento consideravel na dosagem do D-dimero indicando ag&do pro- trombdtica e
desregulacédo na hemostasia (HENRY et al., 2020).

A grande maioria dos exames de sangue realizados de rotina atualmente
empregam alta tecnologia em sua execucgao, contribuindo para a maior agilidade dos
resultados e, consequentemente, para a alta produtividade em atender as crescentes
demandas de saude sejam elas emergenciais ou preventivas. Os novos analisadores
automatizados hematoldgicos fornecem na execugdo do hemograma completo de
rotina dados de populacao celular (CPD) na diferenciacdo de subpopulacdes de
leucécitos quanto ao tamanho; conteudo nuclear e inclusées citoplasmaticas. Esses
dados celulares sao parametros de analise e pesquisa obtidos aplicando-se diversas
tecnologias embutidas no analisador hematolégico como o espalhamento de luz,

espectrometria de absorcao, impedancia elétrica, condutividade de radiofrequéncia e
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citometria de fluxo, estando disponiveis nas medi¢coes de hemogramas automatizados
realizados rotineiramente (COLLEGE OF AMERICAN PATHOLOGISTS, 2015).

O presente estudo avaliou os parametros hematologicos e a dosagem do D-
dimero em pacientes com COVID-19 e sua relagcao com a gravidade da doenca, bem
como com a presenca de comorbidades, com o objetivo de contribuir na obtencao de

valores de corte associados a gravidade.
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2.1 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O SARS CoV-2 E ACOVID-19

O SARS-CoV-2 é um virus RNA pertencente a familia Coronaviridae, subgénero
Sarbecovirus e a linhagem C do género Betacoronavirus, detectado pela primeira vez
em amostras de lavado broncoalveolar obtidas de pacientes com pneumonia de causa
desconhecida na cidade de Wuhan, provincia de Hubei, China, em dezembro de 2019
(GORBALENYA et al., 2020; LU et al., 2020). Sabe-se que os coronavirus formam uma
grande familia viral e sdo assim denominados em decorréncia das espiculas presentes
na sua superficie (proteina S), dando-lhe o aspecto de coroa quando vistos ao
microscoépio eletrénico. Seu espectro fisiopatologico € vasto, causando desde um
resfriado comum até sindromes respiratorias graves (CHEN et al., 2020). Ao todo, sete
coronavirus humanos (HCoVs) ja foram identificados: HCoV-229E, HCoV-OCA43,
HCoV-NL63, HCoV-HKU1, SARS- CoV (que causa sindrome respiratoria aguda grave),
MERS-COV (que causa sindrome respiratéria do Oriente Médio) e, o mais recente, o
SARS-CoV-2, que € o sétimo coronavirus conhecido a infectar seres humanos.

Este novo coronavirus apresenta 74% a 99% de identidade com o coronavirus
do pangolim (Manisjavanica) e morcego-ferradura (Rhinolophussinicus) (Bat-
CoVRaTG13), respectivamente (PERLMAN et al.; XIAO et al., 2020). Baseado no
sequenciamento do genoma do virus resultados e analises evolutivas, foi sugerido que
o SARS-CoV-2 é um coronavirus modificado de origem de morcego (ZHOU et al,,
2020), que chegou aos seres humanos como resultado da transmissdo zoonotica
(GORBALENYA, 2020). O pangolim é considerado um dos possiveis hospedeiros
intermediarios entre o morcego e o ser humano, porque o dominio de ligagdo ao
receptor (RBD) do pangolin-CoV possui apenas a diferenca de um aminoacido com o
do SARS-CoV-2 (LI et al., 2020). O animal também apresenta sintomas clinicos
semelhantes ao humano e anticorpos circulantes no sangue que reagem com proteinas
S do virus (XIAO et al.; ZHANG et al., 2020).

Por ser um virus RNA traz consigo uma tendéncia maior de mutacoes e de
disseminar-se com facilidade, frequentemente causando picos epidémicos. Segundo

as informacdes do Centro de Controle e Prevencao de Doencgas (CDC) da China, a
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capacidade do SARS-CoV-2 de quebrar a barreira biologica e escapar do ciclo animal-
animal passando a infectar seres humanos € o resultado de recombinacdes virais que
lhe facultaram esse avango. Entretanto, a transmissdo entre humanos é que
potencializa a caracteristica epidémica da infeccao causada pelo SARS-CoV-2 (ZHU
et al., 2020) a exemplo das epidemias causadas tanto pelo SARS-CoV quanto pelo
MERS-CoV (ZHONG et al., 2003; CDC, 2013).

2.1.1 Estrutura e caracteristicas genémicas

Os coronavirus sao divididos em quatro géneros, incluindo a-/ -/ y—-/ 6-CoV.
Os virus pertencentes aos géneros a- € B-CoV séo capazes de infectar mamiferos,
enquanto o y e 6-CoV tendem a infectar as aves. Seis CoVs foram identificados como
virus suscetiveis a humanos, entre os quais quatro foram considerados de baixo risco
patogénico por levarem a sintomas respiratorios leves, semelhantes a um resfriado
comum, sendo dois do género alfa (HCoV229E e HCoV-NL63); e dois do género beta
(HCoVHKU1 e HCoV-0C43). Os outros pertencem ao género B-CoV (SARS-CoV e
MERS-CoV), sendo considerados de alto risco patogénico por estarem associados com
infeccbes potencialmente fatais do trato respiratério (YIN, 2018). O SARS-CoV-2
também pertence ao género Betacoronavirus, que sao virus envelopados com um
didmetro de 60-140 nm (ZHU et al., 2020). Apresentam um genoma de RNA de fita
simples de sentido positivo, relativamente grande, de 29,9 kb de tamanho e regides 5'
e 3' terminais, com um total de seis a dez genes entre elas (WIT et al., 2016). Dois
tercos do RNA viral dos BetaCoronavirus que estdo localizados principalmente na
primeira fase aberta de leitura, do inglés, Open Reading Frame (ORF), (ORF1a/b),
codificam a traducdo de duas grandes poliproteinas, a ppla e pplab. Essas
poliproteinas sao proteoliticamente clivadas em 16 proteinas ndo estruturais (nsp1-
nsp16), que compde o complexo viral replicase-transcriptase, incluindo protease do tipo
papaina (PLpro), protease do tipo 3C (3CLpro), RNA polimerase dependente de RNA
(RdRp), helicase (Hel) e exonuclease (ExoN) (SNIJDER et al., 2006). As ORFs
restantes codificam proteinas acessorias e estruturais. O genoma viral codifica quatro
proteinas estruturais essenciais, incluindo, glicoproteinas de espicula (S), proteinas do
envelope (E), de membrana ou matriz (M) e proteinas do nucleocapsideo fosforiladas

(N).
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Além destas, ha varias proteinas acessorias que néo estao envolvidasna replicagao viral,
mas interferem na resposta imune inata do hospedeiro,comportando funcéao

desconhecida ou pouco compreendida (WIT et al., 2016).

FIGURA 1 — REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DO SARS-COV-2

Proteina spike

Nucleocapsideo
y _— Membrana
Envelope

RNA

SARS-CoV-2

FONTE: Adaptado de Santos et al. (2020).

A natureza instavel dos virus RNA e as constantes pressdes seletivas de
evolugdo evidenciam a importancia da vigilancia continua de SARS-CoV-2 de humanos
ou animais para o controle da doenca (JIN et al., 2020).

Os coronavirus sao uma grande familia de virus comuns em muitas espécies
diferentes de animais, incluindo o homem, camelos, gado, gatos e morcegos (MS,
2021). Eles sao a segunda principal causa de resfriado comum (apds rinovirus) e, até
as ultimas décadas, raramente causavam doengas mais graves em humanos além do
resfriado comum (PAHO, 2020).

Algumas epidemias de doencgas causadas por coronavirus ja foram registradas
em humanos e animais, com gravidade variavel e na maioria delas de carater limitado
geograficamente. Previamente a 2019, duas epidemias de maior gravidade
relacionadas com os coronavirus foram observadas. A primeira delas ocorreu na China
em 2002 e caracterizou-se por graves infecdes respiratorias causadas pelo Severe
Acute Respiratory Syndrome — Coronavirus, sendo nomeado de SARS- CoV (ZHONG
et al., 2003).
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O segundo pico epidémico de Sindrome Respiratéria Aguda e Severa causado
por um coronavirus ocorreu no Oriente Médio em 2012 e o virus foi denominado Middle
East Respiratory Syndrome — Coronavirus (MERS-CoV)(CDC, 2013).

A COVID-19 é uma infeccéao respiratoria aguda causada pelo coronavirusSARS-
CoV-2, potencialmente grave, de elevada transmissibilidade e de distribuicdo global
(MS, 2021).

2.2 PATOGENIA
2.2.1 Periodo de incubacao

De acordo com as ponderagées do CDC dos EUA, o periodo de incubagao do
SARS-CoV-2 para a infecgao entre humanos varia de 2 a 14 dias (CDC, 2019). Este
tem sido o padrao que orienta o periodo de quarentena na maioria das situagées em

que esta estratégia foi ou esta sendo instituida.

2.2.2 Transmissao viral

Do ponto de vista epidemiolégico é fundamental o entendimento das formas de
disseminacao viral para se organizar as estratégias de enfrentamento a doenca.
Considerando as orientagdes do CDC e do MS a forma de disseminacdo mais efetiva
do SARS-CoV-2 se da por meio de secrecdes e excregdes respiratorias veiculadas
direta ou indiretamente por: espirro, tosse, contato pessoal direto ou proximo com
pessoa infectada (< 1-2 metros em sala fechada, sem equipamento de segurancga),
colocar objeto contaminado a boca, olhos ou nariz , levar a mdo a boca antes de
higienizagdo adequada principalmente apos cumprimentar pessoas infectadas ou tocar
em superficies ou objetos contaminados (MS, 2020; CDC, 2019; WHO, 2020).

2.2.3 Mecanismo de infeccao

A infeccao mediada por SARS-COV2 depende da ligacdo do dominio S1 viral ao
ACE2 e sua clivagem pela serina protease transmembrana 2 (TMPRSS2), enquanto o
dominio S2 viral é responsavel por alteracbes conformacionais que impulsionam o
processo de fusao entre virus e membranas celulares hospedeiras (BREST et al., 2020;
WANG et al., 2020a).
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Esses eventos sdo seguidos pela entradado virus e sua replicacdo nas células
(DEVAUX et al., 2020; WANG et al., 2020a). Noentanto, outros fatores moleculares tém
sido implicados como essenciais hao apenas para a entrada viral, mas principalmente
para os efeitos celulares progressivos da infeccdo, como a proteina 17contendo o
dominio de metaloproteinase ancorada a membrana (ADAM 17), que evoca o
mecanismo de liberacdo de ACE2 (BREST et al.,2020; GHEBLAWI et al., 2020). A
ligacdo do virus induz a deficiéncia de ACE2, amplificando a desregulacdo entre o
receptor ACE-Ang1-7-Mas, pois, ha uma reducaonas propriedades cataliticas da ACE2
favorecendo a ECA-Ang II-AT1 via receptor. Além disso, o desequilibrio do sistema
renina-angiotensina-aldosterona evoca efeitosprejudiciais pronunciados em todos os
estagios da COVID-19, uma vez que a falénciade multiplos érgdos e uma resposta
hiperinflamatéria sdo os principais achados clinicos em casos graves (MAHMUDPOUR
et al., 2020). A desregulacao do eixo ACE2/Ang IlI/AT1R, a atenuacao do eixo receptor
ACE2/Mas e o aumento da ativacdo da via ACEZ2/bradicinina B1R/DABK e suas
cascatas complementares sao as principais interagdes moleculares que sustentam a
tempestade de citocinas (HIRANO; MURAKAMI, 2020; MAHMUDPOUR et al., 2020).
Uma vez que o virus se liga a ACE2, essa enzima ndo converte Ang Il em Ang 1-7,
impossibilitando a ativagdo do MasR e a formagdo do complexo de controle da
inflamacdo. Na auséncia de Ang 1-7, ocorre também aumento da expressao das vias
p38 MAPK e NFK- e de fatores inflamatorios, bem como a ligagéo da Ang Il ao receptor
AT1R, desencadeando respostas pré- inflamatorias e, como resultado, a deterioracao
pulmonar (GHEBLAWI et al., 2020; MAHMUDPOUR et al., 2020; SOUTH et al., 2020).

A comprovacgao de que o complexo SARS-CoV-2/proteina S ativada (superficie
viral) usa com muita eficiéncia o receptor da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA
ou ACEZ2) para entrar nas células do sistema respiratério da subsidios para entender a
disseminacao rapida do SARS-CoV-2 entre humanos (confirma a via aérea como via de
entrada) e a gravidade dos casos visto que € a concentragdo destes receptores de
forma elevada nos pulmdées (HOFFMANN et al., 2020; WALLS et al., 2020). Conhecer
este mecanismo da infec¢ao é fundamental para indicar alvos alternativos de terapia,
seja inibindo farmacologicamente os receptores ACE1/ACE2 ou mesmo inativando a

proteina S com anticorpos monoclonais (GURWITZ, 2020).
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2.3 MANIFESTACOES CLINICAS

O quadro clinico da COVID-19 é bastante variavel, visto que muitos pacientes
infectados podem ser assintomaticos. Dentre os sintomaticos a febre e a tosse séo os
principais sintomas, mas o paciente também pode apresentar congestao nasal, coriza,
dispneia de intensidade progressiva, dor toracica, sinais de baixa oxigenacdo por
insuficiéncia respiratéria e choque nos casos de pior evolucao (ZHU et al., 2020; CDC,
2019). Entre outros sintomas, foi verificado que muitos pacientes também apresentam
maior frequéncia de manifestacdes gastrointestinais como a diarreia (OGASSAWARA
etal., 2021).

2.3.1 Infecgbes assintomaticas

Infec¢des assintomaticas foram bem documentadas (MIZUMOTO et al., 2020;
ORAN et al., 2020). Uma revisao realizada antes da introducao da vacinagao contra
COVID-19 estimou que 33% das pessoas com infecdo por SARS-CoV-2 nunca
desenvolvem sintomas (ORAN et al., 2021). Essa estimativa foi baseada em quatro
grandes pesquisas transversais de base populacional, entre as quais a propor¢ao
meédia de individuos que nao apresentavam sintomas no momento de um teste positivo
foi de 46% (intervalo de 43 a 77%) e em 14 estudos longitudinais, entre os quais uma
mediana de 73% dos individuos inicialmente assintomaticos permaneceu assim no
acompanhamento (ORAN et al., 2021). Uma metanalise com 95 estudos chineses e
americanos cobrindo quase 30 milhdes de individuos testados (incluindo algumas
criangas) descobriu que 40,5% (IC 95% 33,5-47,5%) dos individuos infectados por
SARS-CoV-2 eram assintomaticos (MA et al., 2021). No entanto, ainda ha alguma
incerteza em torno da proporcdo de infecgbes assintomaticas, com uma ampla
variedade relatada nos estudos. Além disso, a definicdo de "assintomatico" pode variar
entre os estudos, dependendo de quais sintomas especificos foram avaliados. A
variedade de achados em estudos que avaliam infec¢des assintomaticas é refletida nos

seguintes exemplos:



22

Em um surto de COVID-19 em um navio de cruzeiro, onde quase todos os
passageiros e funcionarios foram rastreados para SARS-CoV-2, aproximadamente
19% da populacao a bordo apresentou teste positivo; 58% dos 712 casos confirmados
de COVID-19 eram assintomaticos no momento do diagnéstico (NIID JAPAO, 2020;
SAKUARAI et al., 2020). Em estudos de subgrupos desses individuos assintomaticos,
que foram hospitalizados e monitorados, aproximadamente 77 a 89 por cento
permaneceram assintomaticos ao longo do tempo (SAKURAI et al., 2020; TABATA et
al., 2020).Em um surto menor de COVID-19 em uma unidade de enfermagem
qualificada,27 dos 48 residentes (56%) que tiveram um teste de triagem positivo eram
assintomaticos no momento do diagndstico, mas 24 deles desenvolveram sintomas nos
sete dias seguintes (ARONS et al., 2020).

Outros estudos, particularmente aqueles realizados em popula¢des mais jovens,
relataram maiores proporcoes de infecgbes assintomaticas (SUTTON et al., 2020;
BAGGETT et al., 2020; LETIZIA et al., 2020). Como exemplo, em um surto em um
porta-avides, um quarto da tripulagdo, com média de idade de 27 anos, testou positivo
para SARS-CoV-2 (KASPER, 2020). Entre os 1.271 casos, apenas 22% eram
sintomaticos no momento do teste e 43% permaneceram assintomaticos durante todo
o periodo de observacdo. Altas taxas de infec¢cdo assintomatica também foram
relatadas entre mulheres gravidas que se apresentaram para o parto (SUTTON et al.,
2020; CAMPBELL et al., 2020).

Pacientes com infeccdo assintomatica podem apresentar anormalidades
clinicas objetivas (WANG et al., 2020; HU et al., 2020). Como exemplo, em um estudo
de 24 pacientes com infecgao assintomatica que foram submetidos a tomografia
computadorizada (TC) de térax, 50% apresentavam opacidades em vidro fosco tipicas
ou sombras irregulares e outros 20% apresentavam anormalidades de imagem atipicas
(HU et al., 2020). Cinco pacientes desenvolveram febre baixa, com ou sem outros
sintomas tipicos, alguns dias apo6s o diagndstico. Em outro estudo de 55 pacientes com
infec¢do assintomatica identificada por rastreamento de contato, 67% tinham evidéncia
de pneumonia por TC na admissao; apenas dois pacientes desenvolveram hipoxia e
todos se recuperaram (WANG et al., 2020).

Como acima, alguns individuos que sao assintomaticos no momento do
diagnostico desenvolvem sintomas (ou seja, eles eram realmente pré-sintomaticos).
Em um estudo, o inicio dos sintomas ocorreu em mediana de quatro dias (intervalo de
trés a sete) apos o teste inicial de RT-gPCR positivo (SAKURAI et al., 2020).
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FIGURA 2 - ESTAGIOS DA DOENGA, SINTOMAS E CONDUTAS COM A
FASE CLINICA DACOVID-19
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2.3.2 Gravidade da infec¢ao sintomatica
2.3.2.1 Espectro de gravidade e taxas de mortalidade

Espectro de gravidade da infecgcdo — O espectro da infecgdo sintomatica varia
de leve a critico; a maioria das infecgoes nao é grave (HUANG et al., 2020; STOKES
et al., 2020). Especificamente, um relatorio do Centro Chinés de Controle e Prevencao
de Doencas (WU et al., 2020), durante os primeiros meses da pandemia incluiu
aproximadamente 44.500 infec¢des confirmadas e encontrou o seguinte: doenga leve
(sem ou pneumonia leve) foi relatada em 81%; doencga grave (com dispneia, hipdxia ou
> 50% de envolvimento pulmonar na imagem dentro de 24 a 48 horas) em 14 %; doenca

critica (com insuficiéncia respiratoria, choque ou disfuncao de multiplos
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orgaos) em 5 %; e, a taxa geral de mortalidade de casos foi de 2,3% no mesmo periodo.

Da mesma forma, em um relatério de 1,3 milhdo de casos relatados ao CDC,
dos Estados Unidos, até o final de maio de 2020, 14% foram hospitalizados, 2% foram
admitidos na unidade de terapia intensiva (UTI) e 5 % morreram (STOKES et al., 2020).
O risco individual de doenca grave varia de acordo com a idade, comorbidades
subjacentes e estado de vacinagcdao (THOMPSON et al., 2021; HAAS et al., 2021;
VASILEIOU et al., 2021; DAGAN et al., 2021; MCNAMARA et al., 2022; IOANNOU et
al., 2021; TENFORDE et al., 2022; HAVERS et. al., 2022).

Além disso, diferentes variantes do SARS-CoV-2 foram associadas a riscos
variados de doenca grave. Como exemplo, a variante Omicron (B.1.1.529) parece estar
associada a doencas mais leves (ABDULLAH et al., 2022; MASLO et al., 2022; MENNI
et al., 2022).

Taxas de mortalidade por infeccdo — A taxa de mortalidade de casos indica
apenas a taxa de mortalidade entre os casos documentados. Como muitas infecgoes
por SARS-CoV-2 sao assintomaticas e muitas infeccdes leves néo séo
diagnosticadas, a taxa de mortalidade por infeccdo (ou seja, a taxa de mortalidade
estimada entre todos os individuos com infec¢g&do) € consideravelmente menor e foi
estimada em algumas analises de individuos ndo vacinados para estar entre 0,15 e 1
%, com heterogeneidade substancial por localizacdo e entre grupos de risco (CDC,
2020; WHO, 2020; MEYEROWITZ et al., 2020; IOANNIDIS et al., 2021).

Taxas de mortalidade entre pacientes hospitalizados — Entre os pacientes
hospitalizados, o risco de doenga critica ou fatal é alto entre individuos n&ao vacinados
(RICHARDSON et al.,, 2020; SULEYMAN et al., 2020), e a taxa de mortalidade
hospitalar associada ao COVID-19 € maior do que a da gripe (CATES et al., 2020;
VERMA et al., 2021). Como exemplo, em uma pesquisa nos Estados Unidos com mais
de 16.000 pacientes hospitalizados por COVID-19, entre margo e dezembro de 2020,
a taxa de mortalidade foi de 11,4% no geral e variou mensalmente de 7,1 a 17,1%
(GARG et al., 2021). Ao longo da pandemia, as taxas de mortalidade hospitalar em
declinio foram relatadas, mesmo antes da vacinacdo generalizada (DENNIS et al.,
2021; NGUYEN et al., 2021). As razbes para essa observagao sao incertas, mas as
possiveis explicacdes incluem melhorias no atendimento hospitalar da COVID-19 e
melhor alocagao de recursos quando os hospitais ndo estao sobrecarregados.
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Fatores de risco para doenca grave — A doenca grave pode ocorrer em
individuos saudaveis de qualquer idade, mas ocorre predominantemente em adultos
com idade avancada ou com certas comorbidades médicas subjacentes.
Caracteristicas demograficas especificas e anormalidades laboratoriais também
foram associadas a doenca grave.

Aumento da idade — Individuos de qualquer idade podem adquirir a infeccao
por SARS-CoV-2, embora adultos de meia-idade e mais velhos sejam mais
comumente afetados e os mais velhos sejam mais propensos a ter doenca grave.

A idade avangada também esta associada ao aumento da mortalidade (WU et
al., 2020; YANG et al., 2020; IOANNIDIS 2021; COVID-19 FORECASTING TEAM,
2022; VERITY et al., 2020; ONDER et al., 2020). Em um relatério do CDC Chinés, as
taxas de mortalidade de casos foram de 8 e 15% entre aqueles com idade entre 70 e
79 anos e 80 anos ou mais, respectivamente, em contraste com a taxa de mortalidade
de 2,3% entre toda a coorte (YANG et al., 2020). Em uma analise do Reino Unido, o
risco de morte entre individuos com 80 anos ou mais foi 20 vezes maior que entre
individuos de 50 a 59 anos (ONDER et al., 2020).

Nos Estados Unidos, 2.449 pacientes diagnosticados com COVID-19 entre 12
de fevereiro e 16 de margo de 2020 tinham informac¢des sobre idade, hospitalizagéo e
UTI disponiveis (WILLIAMSON, 2020); do total de casos, 67 % foram diagnosticados
em pessoas com idade = 45 anos e, semelhante aos achados da China, a mortalidade
foi maior entre individuos mais velhos, com 80% das mortes ocorrendo em pessoas
com idade = 65 anos. Em contraste, individuos de 18 a 34 anos representaram apenas
5% dos adultos hospitalizados por COVID-19 em um grande estudo de banco de dados
de saude e tiveram uma taxa de mortalidade de 2,7%; obesidade morbida, hipertensao
e sexo masculino foram associados a mortalidade nessa faixa etaria (CDC COVID-19
RESPONSE TEAM, 2020).

Comorbidades — Multiplas comorbidades e condigbes subjacentes tém sido
associadas a doencgas graves (ou seja, infeccdo resultando em hospitalizagao,
admissao na UTI, intubacdo ou ventilagdo mecanica ou morte) (YANG et al., 2020;
CUMMINGS et al., 2020; ONDER et al., 2020; CDC COVID-19 RESPONSE TEAM,
2020; KOMPANIYETS et al., 2021).

Embora a doenca grave possa ocorrer em qualquer individuo, a maioria dos

pacientes com doenca grave tem pelo menos um fator de risco. Em um relatério de
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355 pacientes que morreram com COVID-19 na Iltadlia, o numero médio de
comorbidades pré-existentes foi de 2,7 e apenas 3 pacientes nao tinham condicao
subjacente (VERITY et al., 2020).

Entre os pacientes com idade avangada e comorbidades médicas, a COVID-19
€ frequentemente grave. Por exemplo, em um surto de SARS-CoV-2 em varias
instituicbes de longa permanéncia no estado de Washington (EUA), a média de idade
dos 101 residentes afetados foi de 83 anos e 94% tinham uma condicdo cronica
subjacente; as taxas de hospitalizacao e fatalidade de casos preliminares foram de 55
e 34 %, respectivamente (LOWE, 2021). Em uma analise de quase 300.000 casos
confirmados de COVID-19 relatados nos Estados Unidos, a taxa de mortalidade foi 12
vezes maior entre pacientes com comorbidades relatadas em comparagcao com

aqueles sem nenhuma (WU et al., 2020).

QUADRO A - FATORES DE RISCO PARA COVID-19

Fatores de risco estabelecidos, provaveis e possiveis (comorbidades que foram associadas a
COVID-19 grave em pelo menos 1 meta-analise ou revisdo sistematica, em estudos observacionais
ou em séries de casos):

Idade=65anos

Cancer

Doenca cerebrovascular

Doenca renal crénica

Doenca pulmonar obstrutiva crénica(DPOC)

Asma

Doenca hepatica crbénica

Fibrose cistica

Diabetes mellitus tipo 1 e tipo 2

Hipertensao Arterial Sistémica

Condicgoes cardiacas (como insuficiéncia cardiaca,cardiomiopatias)
HIV (virus da imunodeficiéncia humana)

Transtornos de saude mental (transtornos de humor,depresséo)
Condigbes neurologicas(deméncia)

Pessoa com Obesidade

Inatividade fisica

Gravidez ou puerpério

Imunodeficiéncias primarias

Tabagismo

Doenca falciforme ou talassemia

Transplante de 6rgaos solidos ou células-tronco sanguineas

AN N N N N N N N N N S A N N N

FONTE: Adapatado do CDC (2022).
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QUADRO B - CRITERIOS DE GRAVIDADE DA INFECGAO POR SARS-CoV-2

Para definicdo de caso grave o paciente deve apresentar pelo menos uma das alteragdes
citadas a seguir:

Frequéncia respiratéria = 24 IRPM

Saturagéo de O2 < 93%

Sem melhora da saturacéo de O2 apesar da oferta de oxigénio
Hipotensé&o arterial

Alteracéo do tempo de enchimento capilar

Alteracio do nivel de consciéncia

Oliguria

FONTE: Recomendacoes da Secretaria de Estado da Saude de Sao Paulo, Resolucao SS-28 de
17/03/2020.

2.4 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnostico laboratorial da COVID-19 é feito principalmente pela detecgao
direta do RNA do SARS-CoV-2 por testes de amplificacao de acido nucleico (NAATS),
mais comumente a rea¢cao em cadeia da polimerase em tempo real, apos transcrigao
reversa (RT-qPCR) em amostras do trato respiratério superior (PATEL et al., 2020;
FANQ F.C. et al., 2020). Varios ensaios de RT-gPCR s&o usados em todo o mundo;
diferentes ensaios amplificam e detectam diferentes regides do genoma do SARS-
CoV-2. Alguns tém como alvo dois ou mais genes, incluindo os genes que codificam
proteinas do nucleocapsideo (N), envelope (E) e spike (S), e regides no primeiro quadro
aberto de leitura, incluindo o gene da RNA polimerase dependente de RNA (RdRp)
(OMS, 2020). Outros tipos menos comuns de NAAT incluem amplificacdo isotérmica
RT-LAMP, ensaios baseados em CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats) e sequenciamento de nova geragao (IOUNQ et al., 2020; RAUCH
et al., 2021).

Segundo a orientagao oficial do Ministério da Saude para estados e municipios
brasileiros, as amostras de orofaringe e nasofaringe (coletadas por swab ou lavagem)
e aquelas coletadas por lavado brénquico ou broncoalveolar deverao ser coletadas
entre o 32 até o 72 dia do aparecimento da doenca, critério esse em consenso com 0s
CDCs internacionais (CDC USA, 2003; WHO, 2020). Os testes de antigeno podem ser
alternativas uteis ao NAAT para o diagnostico de individuos sintomaticos de SARS-
CoV-2 que se acredita estarem nos estagios iniciais da infecgdo (OMS, 2020; IDSA,
2021). Nesses casos, o teste deve ser realizado nos primeiros cinco a sete dias de

sintomas.
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Embora o teste de antigeno nao possa detectar o virus em niveis tdo baixos
qguanto o NAAT, sua sensibilidade € melhorada nos primeiros dias de sintomas,quando

a replicacao do virus é mais alta.

Os marcadores biolégicos nao especificos, porém, mais utilizados para triageme
prognostico da COVID-19 sao a proteina C reativa (PCR), a procalcitonina (PCT), a
ferritina, o dimero-D e a linfopenia.

Dadas as limitagbes dos biomarcadores mencionados acima, uma grande
variedade de novos marcadores relacionados a parametros hematolégicos ou a
resposta imune inflamatéria do hospedeiro foi proposta nos ultimos anos para doencgas
infecciosas (KLEBANOFF, 2005). Diversos estudos relatam a utilidade dos CPD como
biomarcadores precoces de septicemia. No entanto, nenhum desses marcadores pode
ser recomendado como critério unico para o prognéstico da COVID-19, e os
especialistas recomendam o uso de uma combinagcdo de parametros biologicos
associados a parametros clinicos e exames de imagem para compor o escore de
gravidade da doenca. Outros estudos abordam a utilizagdo desses marcadores como
diferenciais de casos de bacteremia, septicemia e choque séptico. Além disso, os CPD
sdo de valiosa utilidade na diferenciagdo de doengas hematoldgicas.

O hemograma completo € amplamente utilizado para diagnosticar uma infecgao
aguda. Os analisadores de sangue modernos fornecem uma contagem diferencial de
leucdcitos precisa e exata de maneira rapida e econdmica (FURUNDARENA JR et al.,
2010). A técnica empregada por esses analisadores utiliza a citometria de fluxo para
medir células individuais: a contagem diferencial de leucécitos € baseada nos critérios
de granularidade celular (luz de disperséao lateral), volume e forma celular (luz de
dispersao frontal) e teor de acido nucleico/proteina das células (intensidade de luz
fluorescente), por pré-incubacdo com reagentes surfactantes exclusivos e coloracao
por fluorescéncia. Estes sinais Opticos de diferencial de leucdcitos sao apresentados
nos trés eixos do diagrama de dispersdo do canal de fluorescéncia diferencial de
glébulos brancos (URRECHAGA et al., 2018).
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Esta tecnologia sofisticada assegura que dados de populacdao de células de
parametros de pesquisa (CPD) sejam incluidos junto com o hemograma completo
basico.

A composicdo da membrana das células ativadas difere daquela das células
inativadas devido a expressao de moléculas sinalizadoras e receptores como resposta
a ativacdo. Essas membranas sdao mais suscetiveis a maior absorcao dos reagentes
e, portanto, mais corante fluorescente pode penetrar em uma célula ativada e ligar
organelas do citoplasma e acidos nucléicos (URRECHAGA et al., 2018).

Os CPD fornecem informagdes quantitativas sobre as caracteristicas
morfologicas e funcionais de neutréfilos, mondcitos e linfocitos, permitindo assim um
estudo mais detalhado das células e quaisquer variagdes morfoldgicas, em resposta a
varios estimulos, como infecgdes, a serem detectadas, oferecendo assim informacgdes
valiosas sobre o status de ativagao da célula (BUORO et al., 2016; URRECHAGA et
al., 2018).

Na hemostasia é utilizada a dosagem de D-dimero como marcador de
hipercoagulabilidade sanguinea, principalmente nos estagios iniciais da doenga com
o intuito de triar casos de gravidade da COVID-19 que necessitem de suporte
hospitalar.O Dimero é considerado um teste sanguineo de screening para trombose
venosa; tromboembolismo pulmonar; septicemia e para COVID-19 com elevada
sensibilidade e baixa especificidade relativa. (DA SILVA, 2015).

A identificacdo de alteracdes do D-dimero tem como principal objetivo orientar
a internacédo e o tratamento dos pacientes com anticoagulantes a fim de evitar a
trombose dos alvéolos. Isso porque, o Dimero € um produto formado no processo de
degradagéao da fibrina (principal componente dos coagulos sanguineos) e o aumento
de sua concentragdo na triagem dos pacientes sintomaticos esta diretamente
relacionada a gravidade da COVID-19 (THACHIL et al, 2020).

O processo inflamatério que envolve o endotélio vascular alveolar, mesmo nos
estagios iniciais, pode desencadear a formagao de coagulos pulmonares.

Diversas pesquisas abordam a relagéo entre o desfecho desfavoravel para a
COVID-19 associada com a elevacao do Dimero, principalmente na admissao
hospitalar correlacionando com a gravidade da doenca e aumento da mortalidade
(MALIK et al., 2020; MILLER, 2021; NUGROHO, 2021).
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2.4.1 Monitoramento laboratorial dos casos moderados/graves

O laboratério de analises clinicas desempenha papel fundamental no
diagnostico rapido da COVID-19, mas também no monitoramento e prognostico de
complicacdes adjuntas a doenca. Além da deteccao do virus por RT-gPCR, os testes
de rotina laboratorial para pacientes submetidos a internacdo hospitalar reportam o
estado clinico do paciente, sua evolucdao e prognostico diante das complicacées
subjacentes a infeccao pelo coronavirus. Dados publicados mostram que muitos testes
laboratoriais usados rotineiramente podem auxiliar na distincdo de casos de COVID-
19 de outras infeccdes virais ou condi¢cdes que apresentam sintomatologia semelhante,
bem como na avaliacdo da gravidade da doenca (LIPPI et al., 2020). Desde o inicio da
pandemia causada pelo SARS-CoV-2 as anormalidadeslaboratoriais mais
proeminentes observadas associadas a COVID-19 foram alteragdes no hemograma
completo com contagem de leucocitos variavel acompanhada por linfopenia
persistente, elevacdes de biomarcadores inflamatérios e desregulacdo do sistema de
coagulacao (HENRY et al.,2020).

As novas tecnologias empregadas nos grandes laboratérios de apoio
diagndstico apresentam técnicas automatizadas de alta qualidade e eficiéncia
contribuindo ndo s6 para o diagnostico rapido, mas também como ferramenta de
monitoramento e pesquisa clinica.

No laboratorio de Hematologia os analisadores de parametros hematoldgicos
automatizados mais modernos fornecem diferenciagdo de subpopulagbes de
leucdcitos de acordo com as diferencas em suas granularidades, tamanho e conteudo
de acido nucleico. Os dados da populacao celular (CPD) sdo parametros de fundo
derivados de sinais Opticos durante a contagem diferencial de leucdcitos que refletem
caracteristicas morfoldgicas e funcionais de neutrofilos, linfocitos e mondcitos e estao
prontamente disponiveis com todas as medigbes de hemograma completo realizadas
rotineiramente (BUORO et al.,2016).

Na Hemostasia os analisadores coagulométricos de ultima geracao
proporcionam além de exatiddo e reprodutibilidade de testes, agilidade na liberagao
dos resultados pois possuem mais de uma metodologia diagnéstica disponivel no
software. Com até 10 canais individuais para métodos coagulométricos, cromogénicos,

imunoensaios e de agregacdao com 10 pocos (funcdo de mistura
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usando barras de agitacdo possiveis para 4 pocos) Fotometria simultanea de cinco
comprimentos de onda em todos os canais do detector (comprimentos de onda de 340,
405, 575, 660 e 800 nm).

3 JUSTIFICATIVA

O presente estudo foi proposto em funcdo da necessidade de compreender a
evolucgdo clinica em conjunto com as manifestagoes associadas a gravidade da doenca
e avaliar a taxa de recuperagao de casos graves em mulheres. Diante da alta taxa de
mortalidade em decorréncia da COVID-19 associada as comorbidades, o estudo avalia
se 0s parametros laboratoriais hematoldgicos somados a dosagem do D
- dimero conferem valor de carater prognostico para determinagao da gravidade da
COVID-19, visto que muitos exames laboratoriais utilizados rotineiramente na triagem
de pacientes podem auxiliar tanto na distingao de infec¢des e avaliagdo da gravidade,

guanto no acompanhamento de pacientes.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

a) Avaliar o histérico clinico prévio e parametros hematolégicos
laboratoriais no diagnostico da COVID-19 das pacientes correlacionando com a

evolucdo da doenca e a gravidade.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar valores de acuracia; sensibilidade; especificidade dos
parametros laboratoriais hematoldgicos (leucocitos; hemacias, plaquetas) e da
dosagem do D-dimero associados a gravidade da COVID-19, comparando a populagéo
doente de COVID-19 com uma populag¢ao nao doente.

b) Associar a gravidade da COVID-19 com as comorbidades das pacientes.

c) Avaliar a influéncia dos gendétipos na gravidade da doenca.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 CASUISTICA

Este € um estudo retrospectivo transversal realizado por meio da analise de
dados de prontuarios de pacientes do sexo feminino que foram internadas ou
atendidas nas Unidades de Urgéncia - Emergéncia, Enfermarias Respiratorias e
Unidade de Terapia Intensiva (UTIl) no Complexo Hospital de Clinicas de Curitiba
(CHC-UFPR). As pacientes selecionadas para o estudo foram atendidas nos setores
de triagem, emergéncia e/ou internadas no periodo de margo de 2020 a julho de 2021
no Complexo Hospital de Clinicas (CHC-UFPR) de Curitiba-PR. O referido Hospital é
de carater publico prestador de atendimento exclusivamente para o Sistema Unico de
Saude (SUS) e referéncia em atendimentosde média a alta complexidade no estado

do Parana.

5.1.1 Amostra

O estudo € composto por 2 grupos: o grupo de estudo incluiu 84 pacientes do
sexo feminino infectadas e sintomaticas com COVID-19 sendo que 38 pacientes
apresentaram doenca grave e foram internadas na UTI e 46 pacientes apresentaram
doenca moderada e foram monitoradas em enfermarias .O grupo controle composto
por 100 pacientes do sexo feminino sem a COVID-19 com a finalidade de validacao
dos parametros laboratoriais hematologicos propostos no estudo com as curvas ROC.

Os grupos foram selecionados respeitando as seguintes caracteristicas: idade

entre 22-90 anos, 100 % mulheres, as pacientes infectadas com diagnoéstico molecular
para SARS-COV-2 confirmado e historico de comorbidades. As pacientes nao
infectadas de COVID-19 sdo pacientes ambulatoriais de controle, apresentando
comorbidades (HAS, DM e obesidade) semelhantes as infectadas, mas com
resultados de hemograma e D-dimero dentro dos critérios de normalidade e referéncia

para esses exames .
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Dentre as principais comorbidades encontradas nas pacientes pode - se
relatar: 22% tinham diagnostico prévio de Diabetes Mellitus ;44% apresentavam
Hipertensao Arterial Sistémica; 9% apresentavam Doenca Pulmonar Obstrutiva
Crbnica;16% apresentavam Obesidade;8% nédo apresentaram nenhuma
comorbidade prévia e 65% apresentaram outras comorbidades associadas dentre as
principais: dislipidemia, ansiedade, hipotireoidismo, asma, cancer, depresséao,

tabagismo e cardiopatias incluindo insuficiéncia cardiaca.
5.1.2 Critérios de inclusdo e excluséo

A selecdo das pacientesdo estudo seguiu os seguintes critérios: Inclusao:
pacientes do sexo feminino com idade > 18 anos; teste RT-qPCR positivo para SARS-
CoV-2 atendidas e internadas no CHC-UFPR. Exclusao: pacientes do sexo feminino
SARS-CoV-2 positivo que apresentaram infec¢ao hospitalar concomitantemente com
a COVID-19.

5.1.3 Aspectos éticos

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas em
Seres Humanos do CHC da UFPR, sob o numero CAAE 36697020.7.0000.0096
(Anexo 1).

FIGURA 3 - FLUXOGRAMA DAS AMOSTRAS

100 pacientes do sexo feminino com
SARS-CoV-2 POSITIVO

Selecionadas 84 pacientes com

COVID-19 para o estudo dos
pardmetros laboratoriais
hematolégicos e CPD
Pardmetro laboratorial »>| D-dimero
Pardmetros hematolégicos/CPD q
Plaquetas RBC HB HCT ROW Leucécitos (WBC)ICPD

FONTE: A autora (2022).
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5.2 REVISAO DOS PRONTUARIOS

A analise dos prontuarios para o levantamento dos dados clinicos e
epidemiologicos ocorreu mediante solicitacao junto a Unidade de Apoio e Diagndstico
(UAD) de acesso, por senha ao Sistema de Informatizagdo Hospitalar (SIH) e ao
Aplicativo de Gestao para Hospitais Universitarios (AGHU). Os dados dos parametros
hematoldgicos e as dosagens de dimero foram coletados diretamente dos softwares
dos equipamentos do Setor de Hematologia sob supervisdo do Coorientador desse
estudo.Nos prontuarios médicos foram coletadas informacgdes acerca do histérico de
doencas prévias, inicio dos sintomas gripais, tempo de internamento e resultados da
RT-gPCR para SARS-CoV-2.

Os dados de Genotipagem foram compartilhados gentilmente por pesquisadores
do grupo, que utilizaram parte das amostras selecionadas neste estudo para

determinacgao do genatipo.

5.3 METODOS DIAGNOSTICOS APLICADOS
5.3.1 Método: Imunoturbidimetria - Dosagem do D-dimero

Ensaio analitico que utiliza a imunoprecipitacdo e a dispersdo da luz para
quantificar os analitos presentes no soro e plasma (antigeno ou anticorpo).

A quantificacdo de D-dimero com o reagente INNOVANCE (Dade Berhing) &
feita por um ensaio imunoturbidimétrico. Particulas de poliestireno cobertas com
anticorpo monoclonal 8D3 sofrem agregacdao quando em contato com amostras
contendo D-dimero. A reacdo de agregacdo ¢é detectada e quantificada

turbidimetricamente, sendo correlacionada, entdo, com a concentragédo de D-dimero.

FIGURA 4 - PRINCiPIO DA IMUNOTURBIDIMETRIA

Fonte de Lu= Filtro Cubeta de reacaoc Fotodetector

FONTE: Siemens Healthcare Diagnosticos Ltda. (2023).
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5.3.2 Método: Citometria de fluxo/Impedancia - hemograma completo e CPD (dados
de populacao celular)

A Citometria é uma ferramenta diagndstica usada para analisar as
caracteristicas fisiologicas e quimicas das células e de outras particulas biolégicas. A
citometria de fluxo € usada para analisar as células e particulas a medida que passam
por unidades de fluxo extremamente pequenas.

Uma amostra de sangue é aspirada e medida, diluida até a proporcéo
especificada e marcada. Em seguida a amostra é dispensada nas unidades de fluxo.
Este mecanismo de Focalizacdo Hidrodinamica melhora a exatidao e a repetibilidade
da contagem de células sanguineas. E como as particulas de células passam em linha
pelo centro da unidade de fluxo, a criagcdo de impulsos sanguineos anormais é

impedida e a contaminac¢ao das unidades de fluxo é reduzida.
FIGURA 5 - ESQUEMA DA UNIDADE OPTICA DO ANALISADOR XN - 3100

Fotodiodo

. Avalanche
Filtro de espectro,, -~

Diodo laser ‘J

= -‘.'_"_:' Lentes colimadoras Espelho dicroico

{’ Q @ %% Fotodiodo

Lentes condensadoras

Lentes condensadoras .

i é:\ Beam Stopper

Célula de fluxo

!

Fotodiodo

FONTE: Sysmex (2023).

Um feixe de laser semicondutor (comprimento de onda: 633 nm) é emitido para
células sanguineas que passam pela célula de fluxo. A luz dispersada frontal e a luz
dispersada para o lado séao capturadas pelo fotodiodo e a luz fluorescente lateral é
capturada pelo tubo fotomultiplicador. Esta luz € convertida em impulsos elétricos,

tornando assim possivel obter as informac¢des da célula de sangue.
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FIGURA 6- CITOMETRIA DE FLUXO FLUORESCENTE

Fluorescé&ncia lateral
Informagao DNA/RMNA

Luz dispersa |lateral
Informacao da complexidade interna

Espelho dicroico 5 celula

i dispoersa trontal
macao do volume

Raio Laser

b B

FONTE: Sysmex (2023).

A citometria de fluxo tradicional é considerada o melhor método para a
diferenciacdo de populagcbes de células. No entanto, € um procedimento caro,
complexo e muito trabalhoso. A Sysmex adaptou as técnicas basicas de citometria de
fluxo tradicional utilizando o corante de polimetina, altamente especifico, agilizando,
assim, a rotina no setor de hematologia dos laboratérios clinicos.

Na série XN 3100-Sysmex, a amostra aspirada é separada em sete aliquotas;

a) uma aliquota para dosagem da hemoglobina;

b) uma aliquota para contagem e determinacao do volume dos eritrécitos e
plaquetas (canal RBC/PLT);

¢) uma aliquota para contagem global de leucécitos;

d) trés aliquotas para contagem global e diferencial de leucdcitos;

e) uma aliquota para avaliagdo da imaturidade celular e dos alarmes (flags).

Dosagem de hemoglobina: uma parte do sangue aspirado € diluida em agente
litico surfactante, o lauril sulfato de sodio, que proporciona a transformacao da
hemoglobina em um complexo corado (lauril sulfato de sédio-metemoglobina), que tem
seu pico de maxima absorcao de luz em 555nm. A hemoglobina liberada é convertida

em pigmento de cor estavel, que € medido espectrofotometricamente.
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Contagem de eritrocitos e plaquetas: parte do sangue aspirado € diluido em
solucao isotdnica de NaCl. No canal RBC/PLT, utiliza-se uma abertura de impedéancia
para baixas frequéncias - DC - em foco hidrodinamico, para a contagem e deteccao
do volume de eritrocitos e plaquetas. No sistema Sysmex, o RDW é calculado de duas
formas: com base no desvio-padrao (RDW-SD) e pelo coeficiente de variagao (RDW-
CV).

Determinacao do hematdécrito: 0 hematdcrito € determinado e nao calculado. O
numero de eritrocitos (RBCs) é determinado com o numero de pulsos (dentro do limite
de deteccgao para eritrocitos) conferidos em um volume da amostra e tempo definidos.
O hematdcrito € obtido como a soma dos pulsos de todos os eritrécitos conferidos
(que corresponde ao volume total de eritrocitos contados) no volume da amostra
analisada, que corresponde a 100%. Nos contadores Sysmex, o VCM é calculado com
base no hematdcrito, pela férmula classica de Wintrobe, em que VCM=HCT x 10/RBC.
Contagem global de leucdcitos e diferencial em seis partes: em um primeiro

canal de leucdcitos, parte do sangue aspirado € diluido em duas fases: em reagentes
que contém formaldeido (preserva as caracteristicas biofisicas dos leucécitos) e em
agente litico de eritrécitos e plaquetas, para uma diluicdo final de 1:250x. Nesse
processo, o valor global de leucdcitos é determinado pelo somatério das partes
(mondcitos, linfécitos, células imaturas, eosinofilos e granuldcitos (neutrofilos+
basdfilos) que, por sua vez, sédo discriminadas por meio de seus diferentes volumes e
complexidades internas em um canal especifico. Dois outros canais de impedancia
simples contam especificamente os basoéfilos, eritroblastos e leucdcitos para

complementacao da contagem diferencial para seis partes.
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FIGURA 7 - REPRESENTAGAO DO CANAL WNR

WNR Channel

/ NRBC /
wec

PLT Clumps

Forward Scatter

Debris
Side Fluorescence

Legenda:

Forward Scatter (dispersao frontal de luz)

Side Fluorescense (fluorescéncia lateral)

Debris (estroma); PLT Clumps (agregados plaquetarios)
NRBC (eritroblastos); WBC (leucdcitos); BASO(basdfilos

FONTE: Sysmex (2023).

No canal WNR, o analisador mede a fluorescéncia lateral e a dispersao frontal
de luz, empregando o corante de polimetina especifico para acidos nucleicos e lise
celular especifica. A fluorescéncia lateral avalia o conteudo de material nucleico para

identificacdo e quantificacdo de eritroblastos, basofilos e leucocitos. A luz desviada

frontalmente mede o tamanho da célula.
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FIGURA 8- REPRESENTAGAO DO CANAL WDF

WDF Channel
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Legenda:

Side Scatter (disperséao lateral); Internal structure (estrutura interna)

Side Fluorescense (fluorescéncia lateral); RNA/DNA content (conteudo de RNA/DNA)
Debris (estroma); NRBC (eritroblastos) ;Neut+Baso(neutrofilos +baséfilos);EO (eosindfilos)
Lymph(linfocitos);Abnormal lymph/Blast (linfécitos anormais/linfoblastos);

Atypical lymph (linfocitos atipicos);Blast(blastos);Mono (mondcitos)

Left Shift(desvio a esquerda);|G(granuldcitos imaturos)

FONTE: Sysmex (2023)

No canal WDF a Sysmex melhorou a sensibilidade e especificidade da analise
diferencial de seis partes empregando uma nova tecnologia de discriminacao entre
mondacitos, linfocitos, linfocitos atipicos e blastos. O algoritmo adaptavel de alarmes
Sysmex baseado no reconhecimento da forma da area da populacao celular —
SAFLAS - consegue discriminar linearmente o agrupamento celular do grafico de
WDF analisando a forma e o posicionamento de diferentes populagoes de células

mononucleares. Com isso, ha uma melhor diferenciacao leucocitaria reportada.
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5.3.3 - Biologia Molecular- RT-gPCR e genotipagem

Extracdo do RNA: apds a coleta em meio de transporte viral, as amostras clinicas
eram transportadas climatizadas para os laboratérios de diagndstico, onde ematé 24
horas seria realizado o isolamento do RNA viral pelo sistema de extragdo automatizado
Extracta 32 com o kit EXTRACTA DNA and viral RNA (LOCCUS, SP, Brasil).

RT-gPCR: técnica Molecular empregada para o diagnostico do SARS-COV-2,
considerada padrao ouro, que permite identificar a presenca de material genético
(RNA) viral em amostras de secrecao respiratéria (MS, 2022). Os alvos mais
comumente utilizados para deteccdo do SARS-CoV-2 sdo os genes ORF1a, ORF1ab,
ORF1b-nsp14, E, N, N2, S e RdRp (CASTELLANOS; SOMOZA, 2022; CHEN et al.,
2021; LOWE et al., 2020). Dentre eles, o gene N nao é capaz de confirmar sozinho a
deteccdo por sua baixa especificidade devido ao fato de ser uma regido com grau
consideravel de conservacgao entre os CoVs, principalmente com o SARS-CoV
(CASTELLANOS; SOMOZA, 2022; JIANG et al., 2020).

Genotipagem por RT-gPCR: foram utilizados em sequéncia dois protocolos de
genotipagem baseados em sondas para identificacdo de VoC (ADAMOSKI et al., 2021).
O primeiro utilizava como alvo duas regides de delecao - 69-70del na spike e 3675-
3677del e na ORF1-a/b para identificar Alpha, Beta/Gamma, sem discriminar asduas
ultimas (VOGELS et al., 2021). O protocolo seguinte utilizou primers 73 do painel da
Thermo Fischer Scientific (Thermo Fisher Scientific, Applied Biosystems, US), que usa
como alvo as mutacdes K417T, E484K, N501Y, P681R, para identificar as variantes
Delta e Zeta, além de diferenciar Beta de Gamma.

Genotipagem por NGS: o sequenciamento completo do genoma viral foi
realizado de acordo com a diretriz da OMS sobre o sequenciamento do genoma do
SARS-CoV-2 (PAHO, 2022) pelo método de sequenciamento de nova geragao (NGS)
74 lllumina Mi-seq, utilizando o kit lllumina COVIDSeq Test (llluminaTM, CA, EUA).
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A montagem da sequéncia consenso e a identificacdo do genétipo foram
realizados pelo Viralflow - um fluxo de trabalho automatizado para montagem do
genoma SARS-CoV-2, atribuicdo de linhagem, mutacdes e deteccao de variantes intra-
hospedeiro (DEZORDI et al., 2021). Apenas as sequéncias com <1% de nucleotideos
nao identificados e >29 kb foram depositadas no banco de dados GISAID e utilizadas na
analise molecular. As sequéncias consenso foram alinhadas com as sequéncias
referéncia da cepa selvagem (Wuhan-Hu-1 - EPI_ISL_402124) e das variantes
B.1.1.28, B.1.1.33 Alpha, Delta, Gamma e Zeta - disponiveis no banco de dados
EpiCoV do GISAID — utilizando o MAFFT v.7.

5.4 ANALISE ESTATISTICA

O presente estudo avaliou 18 variaveis de respostas continuas, descritas a
seguir: D-dimero, WBC (Contagem global de leucécitos), RNL (Relagao
neutrofilo/linfocito); dados populacionais celulares relacionados a contagem de
leucdcitos e suas subpopulagées: WNR-X, WNR-Y, WNR-WX; WNR-WY, NE-SSC,
NE-SFL, WDF-WX, WDF-WY, LY-X, LY-Y além da série vermelha: RBC, HB, HCT,
RDW e plaquetas. As covariaveis categéricas que denominamos T1 e T2 nos calculos
estatisticos, representam respectivamente os tempos de coleta de exames sendo T1
considerado exame de admissao do paciente no CHC-UFPR e T2 ultimo exame prévio
ao desfecho (alta médica ou 0Obito).

A avaliacao das pacientes foi realizada nestes dois tempos supracitados, além
das categorias de comorbidades adicionadas ao estudo (Diabetes mellitus,
Hipertensdo arterial sistémica, Doencga pulmonar obstrutiva crénica e Obesidade).
Também foram analisadas as possiveis diferengas entre a gravidade, desfecho e
genotipagem.

O software R Core Team versao (2021) adicionado do pacote gcmr (Gaussian
copula marginal regression) foram as ferramentas estatisticas escolhidas para esta
analise de dados. O nivel de significancia adotado foi de 5%. Para avaliar a normalidade
dos dados utilizou-se o teste de Shapiro-Wilk, considerando-se que para p > 0,05
assumiu-se distribuicdo normal (gaussiana) para distribuicdo da variavel resposta.
Caso contrario, isto €, quando p < 0,05, assumiu-se distribuicio gamma para a
distribuicdo da variavel resposta. E na hipotese nula HO é feita suposicdo de

normalidade para os dados propostos.
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Com o intuito de avaliar a performance de resposta dos parametros laboratoriais
e dos dados celulares populacionais (CPD) frente a COVID-19 foram realizadas
analises estatisticas com o auxilio do software R Core Team versao (4.2.1, 2022) e do
MedCalc versao (20.218, 2023) que resultaram em curvas ROC expressando as
porcentagens de sensibilidade, especificidade, acuracia dos parametros analisados
guando comparados com o grupo controle ndo doente e entre os doentes com COVID-

19 grave frente as pacientes com a doenca moderada.

6 RESULTADOS

Na analise completa dos 18 parametros verificados, foram selecionamos trés
parametros (D-dimero, WBC e RNL) pertinentes e com relevancia em todas as
categorias avaliadas. Além disso, destaca-se em cada categoria analisada outros

parametros importantes e presentes ao conjunto de dados analisados por categoria.
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A tabela 1 resume a analise dos parametros hematolégicos e do D-dimero com

relacdo a gravidade da COVID-19; o grupo incluiu 84 pacientes doentes sendo, 38

casos graves com destaque para os seguintes parametros: WBC (leucécitos); RNL

(relacao neutrofilo/linfocito) e LY-X, LY-Y que representam as caracteristicas celulares

dos linfécitos.

TABELA 1 - ANALISE ESTATISTICA DOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS NA
GRAVIDADE DA COVID-19, COMPARANDO DOENCA MODERADA COM

DOENCA GRAVE
Doentes COVID-19 Valores
ADMISSAO (n=84) Valor de
HOSPITALAR
COVID'19 COVID'19 Referéncia
moderada grave
(n=47) (n=38) P

Parametro Med 1lQ (P25-P75) Med 11Q (P25 - P75)

D-dimero 1,31 0,63-3,32 2,19 1,0-4,24 <0,001 <0,55mg/FEU
WBC 7,1 55-10,6 10,7 7,2-12,4 <0,001 3,8-11,0x 103/mm3
RNL 6,05 3,23-11,1 10,15 6,13-179 <0,001 <2,1(1,5-2,0)
LY-X 78,1 76,4-81,1 77,3 75,3-78,8 0,023 80,1(79,6 - 80,4)
LY-Y 71,9 70,7-75,3 70,2 67,7-72,7 0,002 72,8 (72,3-73,5)

DESFECHO
HOSPITALAR

Parametro Med 1IQ (P25 - P75) Med 11Q (P25 - P75)

D-dimero 1,44 0,62 -5,91 1,09 0,63-4,62 0,128 <0,55 mg/FEU
WBC 7.9 59-11,2 10,9 7,7-15,6 <0,001 3,8-11,0 x 103mm3
RNL 3,95 2,3-7,4 4,70 2,4-145 <0,001 <2,1(1,5-2,0)
LY-X 79,6 77,5-81,2 78,0 76,5-80,4 0,026 80,1 (79,6 - 80,4)
LY-Y 74,9 72,1-77,0 72,9 67,5-75,7 0,024 72,8 (72,3 -73,5)

Legenda:

Med. - Mediana; (lIQ) - Intervalo Interquartil

D-dimero: mg/FEU = miligramas/Unidades equivalentes de fibrinogénio
WBC = Contagem total de leucdcitos expressa valor X 1000/mm3

RNL = Relacao neutrdfilo/linfécito
LY-X = Complexidade de linfocitos
LY-Y= Intensidade de fluorescéncia de linfocitos

WDF-WX = Largura de disperséo da complexidade dos leucocitos

WNR-X = Complexidade dos leucocitos

FONTE: a autora (2023).
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A tabela 2 apresenta a analise dos parametros hematolégicos quanto ao
desfecho no grupo de 84 pacientes doentes com 20% de ébitos e 80% de pacientes
recuperadas. Os parametros de relevancia foram: WBC (contagem de leucdcitos); D-
dimero e RNL, destaque para WBC e RNL nos casos que evoluiram para obito

apresentando medianas superiores tanto na admissao quanto no desfecho hospitalar.

TABELA 2 - ANALISE ESTATISTICA DOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS
NO DESFECHOCLINICO DA COVID-19 NA ALTA OU OBITO HOSPITALAR

- Doentes COVID-19 Valores
ADMISSAO (n=84) Valor de
HOSPITALAR
Desfecho Desfecho Referéncia
Alta Obito p
(n=67) (n=17)
Parametro Med. 11Q (P25-P75) Med 11Q (P25 - P75)
D-dimero 1,20 0,74- 3,24 3,70 2,31— 11,0 <0,01 <0,55 mg/FEU
WBC 8,6 6,0-10,9 1,5 7,8- 13,0 <0,001 3,8-11,0 x 103/mm?
RNL 7,0 4,0-12,6 152 4,5-— 22,0 0,022 <2,1(1,5-2,0)
DESFECHO
HOSPITALAR
Parametro Med. lQ (P25 - Med 1Q (P25 -
) P75% P758
D-dimero 1,09 0,58- 3,34 233 1,01-5)9 <0,001 <0,55 mg/FEU
WBC 7,9 6,3-10,9 16,1 12,5-20,8 <0,001 3,8-11,0 x 103mm?
RNL 3,3 2,3- 5,5 16,6 6,8-42,5 0,002 <2,1(1,5-2,0)
Legenda:

Med. - Mediana; (11Q) - Intervalo Interquartil

D-dimero: mg/FEU = miligramas/Unidades equivalentes de fibrinogénio
WBC = Contagem total de leucocitos expressa valor X 1000/mm3

RNL = Relagao neutrofilo/linfocito

LY-X = Complexidade de linfécitos

LY-Y=Intensidade de fluorescéncia de linfocitos

WDF-WX = Largura de dispersao da complexidade dos leucécitos
WNR-X = Complexidade dos leucécitos

FONTE: a autora (2023).



46

A tabela 3 apresenta as medianas para os valores de dosagem do D-dimero na

admissao e desfecho hospitalar das pacientes com histérico prévio de Hipertensao

arterial sistémica; Diabetes mellitus e Obesidade demostrando que o D-dimero se eleva

em pelo menos 2,4 vezes o valor de referéncia para o teste na triagem da COVID-19.

TABELA 3 - ANALISE DO D-DIMERO COM RELAGAO A PRESENCA DE

COMORBIDADES

PACIENTES COM COVID-19 (n=84)

PARAMETRO
D- DIMERO
Presenca de ADMISSAO HOSPITALAR Valorde
Comorbidades Mediana 11Q (P25-P75)  Valor Referéncia
dep
HAS 1,50 0,8- 4,38 <0,001
DM 1,35 0,9-3,16 <0,001 < 0,55
Obesidade 3,31 0,83-9,01 <0,01
DESFECHO HOSPITALAR
HAS 2,12 0,62 - 6,69 0,127
DM 1,88 1,17 -4,62 0,335 < 0,55
Obesidade 1,56 0,52-4,19 0,001
Legenda:

HAS = Hipertens&o Arterial Sistémica
DM = Diabetes Mellitus

[1Q = Intervalo interquartil
FONTE: a autora (2023)
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A tabela 4 apresenta as medianas para os valores de contagem de leucécitos
(WBC) na admissdo e desfecho hospitalar das pacientes com histérico prévio de
Hipertensao arterial sistémica; Diabetes mellitus e Obesidade demostrando que o WBC
aumentou mais acentuadamente na presenca de Hipertensdo arterial sisttmica e na
Obesidade. Na presenca de Diabetes mellitus ndo houve muita diferenca entre a variacao
das contagens de leucécitos na admissao e no desfecho hospitalar, porém mesmo assim

o WBC manteve-se com um valor de p < 0,001 significativo.

TABELA 4 - ANALISE DO WBC COM RELAGAO A PRESENGA DE COMORBIDADES

PACIENTES COM COVID-19 (n=84)

PARAMETRO
wWBC
Presenca de ADMISSAO HOSPITALAR Valor
Comorbidades Mediana 11Q (P25 - P75) Valorde p de
Referéncia
HAS 10,4 6,8-13,2 <0,001
DM 7,7 57-11,4 <0,001 3,8-11,0x 103/mm?
Obesidade 11,3 6,7-20,4 <0,001
DESFECHO HOSPITALAR
HAS 9,3 6,6- 15,2 <0,001
DM 7,8 6,3-11,6 <0,001 3,8-11,0 x 103 mm?
Obesidade 10,2 7,5-12,4 <0,001

Legenda:

WBC = Contagem de leucécitos

HAS = Hipertensdo Arterial Sistémica
DM = Diabetes Mellitus

[IQ = Intervalo interquartil

FONTE: a autora (2023).
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A tabela 5 apresenta as medianas para os valores da relacado neutréfilo/linfécito
(RNL) na admissao e desfecho hospitalar das pacientes com histérico prévio das
comorbidades listadas abaixo demostrando que a RNL na presenca de obesidade

elevou-se em média 7 vezes o valor de referéncia na admissao das pacientes.

TABELA 5 - ANALISE DO RNL COM RELAGAO A PRESENGA DE COMORBIDADES

PACIENTES COM COVID-19 (n=84)

PARAMETRO
RNL

Presenca de ADMISSAO HOSPITALAR Valorde
Comorbidades Mediana 11Q (P25 - P75) Valor Referéncia

de p
HAS 8,10 4,7-16,3 <0,01
DM 11,05 6,7-14,3 <0,001 <2,1(1,5-2,0)
Obesidade 14,1 6,63-47,7 <0,001

DESFECHO HOSPITALAR

HAS 3,55 2,3-11,6 <0,001
DM 4,9 2,5-10,0 0,580 <2,1(1,5-2,0)
Obesidade 5,5 2,35-8,93 0,245

Legenda:

RNL = Relacéo neutrofilo/linfécito
HAS = Hipertens&o Arterial Sistémica
DM = Diabetes Mellitus

[1Q = Intervalo interquartil

FONTE: a autora (2023.
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QUADRO C — ANALISES GRAVIDADE/DESFECHO X PRESENGA DE COMORBIDADES

GRAVIDADE X PRESENCA DE
COMORBIDADE
COVID-19 HAS DM Obesidade
(n=84) (n=44) (n=22) (n=16)
n n n
Moderada 21 10 5
Grave 23 12 11
Valor de p 0,2570* 0,4403* 0,0686*
DESFECHO X PRESENCA DE
COMORBIDADE
Alta 32 17 11
Obito 12 5 5
Valor de p 0,1096** 0,7621** 0,2980**

* (Teste Qui-quadrado) **(Teste Exato de Fisher)
FONTE: a autora (2023).

QUADRO D — ANALISE GRAVIDADE X DESFECHO

GRAVIDADE X DEFECHO
COVID-19 (n = 84) Alta (n = Obito (n =
67) 17)
n n
Moderada (n = 46) 44 02
Grave (n = 38) 23 15
Valor de p <0,001 *

*(Teste Exato de Fisher)
FONTE: autora (2023).
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Quanto a genotipagem nao foram observados resultados significativos
comparando a gravidade dos casos estudados com os respectivos genotipos testados
resultando num p = 0,9602 quando aplicado o teste de Fisher. Os gendtipos
detectados nessas amostras foram o wild (13%); alpha (1%); gamma (34%) e (1%)
zeta totalizando em torno de 50% dos 84 pacientes. Foram testadas no total 60 das
84 amostras e obteve-se 11% de amostras inconclusivas, onde nao foi possivel
identificar o gendtipo.

Com relacdao a DPOC néo foram encontrados resultados relevantes devido ao
reduzido numero de pacientes (n=9) com essa comorbidade, presentes no grupo de
estudo de pacientes doentes. A presenca de DPOC néo influenciou a gravidade da
COVID-19, apresentando um p = 0,7252 na comparagao entre doenca grave e
moderada. Quanto ao desfecho clinico também ndo houve significancia, sendo p =

0,3775 na avaliagao entre os casos de alta ou ébito hospitalar.

6.1 CURVAS ROC

As curvas ROC definem a capacidade discriminativa de um teste diagnostico
para um determinado numero de valores de ponto de corte. Isso permite colocar em
evidéncia os valores para os quais existe maior otimiza¢ao da sensibilidade em funcao
da especificidade. O ponto huma curva ROC em que isso acontece € aquele que se
encontra mais proximo do canto superior esquerdo do diagrama e pode ser definido
pelo indice de Youden (SILVA, 2004). O indice de Youden maximiza as taxas de
verdadeiro positivo e verdadeiro negativo. Pode ser aplicado em diversos pontos da
curva sendo que o valor maximo encontrado representa o melhor ponto de corte da
curva numa série de dados continuos (YOUDEN, 1950).

No presente estudo foram avaliados todos os 18 parametros hematologicos
produzindo suas respectivas curvas ROC comparando uma populagdo sem COVID- 19
(grupo controle) com caracteristicas de faixa etaria e presenca de comorbidades
semelhantes as pacientes doentes com COVID-19 e entre as doentes classificadas
com doenca moderada e grave para avaliar quais parametros demostrariam melhor

acuracia na presenca da doenca e na discriminagao da gravidade.
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Os resultados das curvas ROC sao apresentados na tabela 6 e reafirmam alguns
achados na estatistica de regressao acima descrita, demostrando que os parametros
hematoldgicos e a dosagem do D-dimero sugerem uma diferenciacao entre a doenca
moderada e grave, principalmente na avaliagdo admissional hospitalardas pacientes,
sinalizando as alteracdes na reposta celular inata do organismo frente ao SARS-CoV-
2 e a evolucao da doenca nos casos de maior gravidade.

As tabelas 6, 7 e 8 a seguir apresentam a analise das curvas ROC para os
parametros WBC, RNL e D-dimero com resultados coletados na admissao das
pacientes, comparando o grupo de pacientes doentes COVID-19 (n=84) com os grupos

de doenga moderada (n=46) e doenca grave (n=38).
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Na tabela 6 € apresentada a analise das curvas ROC com relacdo ao parametro

WBC e pode-se observar uma boa acuracia de 0,879 na diferenciacao entre COVID-

19 moderada e grave, sendo encontrado um valor preditivo positivo de 79,0% e um

valor preditivo negativo de 90,9% com uma eficiéncia de 84,5% nas pacientes com

doenca grave. Ja na analise da curva das pacientes doentes que representam doenca

moderada e grave em conjunto observa-se uma acuracia de 0,643 e em relacao a curva

da doenca moderada obteve-se uma acuracia de 0,669 com valor preditivo positivo de

54,8% e valor preditivo negativo de 74,6%, representando uma eficiéncia de 65% nas

pacientes com doen¢ca moderada.

TABELA 6- ANALISE ESTATISTICA COMPARATIVA DAS CURVAS ROC COM
RELAGAO ACONTAGEM DE TOTAL DE LEUCOCITOS (WBC)

Parametro COVID-19 Acuracia Sensibilidade Especificidade Indice de Cut
Youden off
Doentes (84) 0,643 38,1% 97% 0,35 >10420
WBC Moderada (46) 0,669 57,5% 72% 0,29 >8480
Grave (38) 0,876 77,3% 91,7% 0,69 >10420
FIGURA9 - CURVAS ROC WBC (Leucécitos)
Fy
> —— WEBC DOENTES
E - WBC MODERADA
3 WEBC GRAVES

FONTE: a autora (2023).
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Na tabela 7 é apresentada a analise compilada das curvas ROC com relacao ao
parametro RNL e pode-se observar uma boa acuracia de 0,913 na triagem de pacientes
doentes com COVID-19, porém, sem diferenciacdo significativa entre doenca
moderada e grave, sendo encontrado um valor preditivo positivo de 41% e 55,9%; um
valor preditivo negativo de 54,3% e 59,5%; e, uma taxa de eficiéncia de 48% e 56,4%
respectivamente, nas pacientes com doenca moderada e doencga grave.Apesar da
AUC néo apresentar boa correlacao é possivel perceber através do grafico a diferenca

entre doenca grave e moderada.

TABELA7 - ANALIS’E ESTATISTICA COMPARATIVA CURVAS ROC COM RELAGAO
NEUTROFILO/LINFOCITO (RNL)

Parametro COVID-19 Acuracia Sensibilidade Especificidade Indice de Cut
Youden Off

Doentes (84) 0,913 89,29% 90% 0,79 >2,7

RNL Moderada (46) 0,504 27,6% 68,5% 0,04 >2,7

Grave (38) 0,584 35,8% 7% 0,13 >3,5

FIGURA 10- CURVAS ROC RNL (relagao neutroéfilo/linfécito)
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FONTE: a autora (2023)
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Na tabela 8 é apresentada a analise compilada das curvas ROC com relagcao ao
parametro D-dimero e pode-se observar uma boa acuracia de 0,928 na triagem de
pacientes doentes com COVID-19, porém, sem diferenciagao significativa entre doencga
moderada e grave, sendo encontrado um valor preditivo positivo de 45,5% e 37,2%;
um valor preditivo negativo de 54,3% e 68,5%; e, uma taxa de eficiéncia de 49,9% e
53%, respectivamente, nas pacientes com doenga moderada e doenca grave. Com AUC

inferior 0,600 nao é possivel distinguir doenca grave de doenca moderada.

TABELAS - ANALISE ESTATISTICA COMPARATIVA CURVAS ROC COM RELAGAO
AO D-DIMERO

Parametro COVID-19 Acuracia Sensibilidade Especificidade Indice de Cut
Youden off
Doentes (84) 0,928 92% 93,5% 0,85 >0,55
D-dimero Moderada (46) 0,512 34,9% 64,9% 0 >0,6
Grave (38) 0,570 41,5% 63,3% 0,04 >1,0

FIGURA 11- CURVAS ROC D - DIMERO

801 i

> |
s &
-‘é I RS
& 40
200 —— DIMERO DOENTES
- DIMERO MODERADAS
ok L 4 & ¢ ; DIMERO_GRAVES ‘
0 20 40 60 80 100
100-Specificity |

FONTE: a autora (2023).
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No quadro E observam-se os parametros hematoldégicos em comparacoes
multiplas e verificou-se que a doenca grave apresenta resultados com maior relevancia
significativa e na discriminagao entre doenca moderada e grave a linfopenia (LY-X e LY-
Y), sendo que a contagem e caracterizacdo dos leucocitos (WBC e WNR- X)

apresentaram valores de p mais significativos.

QUADRO - E ANALISE CURVAS ROC: COMPARAGOES PAREADAS COVID-19

Doentes (n=84) X Doentes (n=84) X Moderada (n=46) X
Moderada (n=46) Grave (n=38) Grave (n=38)
Parametro Valorde p
WNR - WY < 0,0001 <0,0001 0,0388
NE - SSC <0,0001 <0,0001 0,0491
LY -X 0,0243 <0,0001 0,0074
LY -Y 0,9223 0,0176 0,0006
NE - SFL <0,0001 0,0021 0,0277
RNL <0,0001 <0,0001 0,0284
WNR - X <0,0001 0,0002 0,0070
WBC 0,6415 <0,0001 <0,0001

Legenda:

WNR-WY = Intensidade de fluorescéncia dos leucdcitos e largura de disperséo.
NE-SSC = Complexidade celular de neutrofilos.

LY- X = Complexidade celular dos linfécitos.

LY - Y = Intensidade de fluorescéncia dos linfécitos.

NE - SFL = Intensidade de fluorescéncia de neutrofilos.

RNL = Relacao neutrofilo/linfécito

WNR - X = Canal de contagem de leucocitos e complexidade

WBC = Contagem de leucdcitos

FONTE: a autora (2023).



FIGURA 12- CURVAS ROC WNR-WY, NE-SSC,

LY-X, LY-Y
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7 DISCUSSAO

A COVID-19 apresenta caracteristicas clinicas e laboratoriais que sao resultado
de processos inflamatorios locais e sistémicos, potencializados por algumas
comorbidades preexistentes, como diabetes, obesidade, hipertensao arterial sistémica,
doencas cardiovasculares e pulmonares, além de fatores biolégicos como sexo e
idade. Entretanto, as discrepancias nos sinais clinicos da COVID-19 observadas entre
esses pacientes levam a investigacbes sobre os fatores criticos que influenciam
profundamente a gravidade da doenca e a morte (CASAGRANDE et al., 2021).

Com base nos resultados estatisticos serdo discutidos os achados mais
relevantes com relacdo aos parametros hematolégicos do estudo proposto

correlacionando outros estudos semelhantes.

7.1 GRAVIDADE

Em um estudo realizado na China foi relatado que alteragbes nas células
inflamatorias do sangue periférico podem sinalizar a gravidade e a disseminacéo da
COVID-19 (SUN et al.,, 2020). Neste estudo, os pacientes com infeccao grave
apresentaram diminuicdo do numero de linfocitos, eosinodfilos, basofilos e aumento de
neutrofilos. Outros autores também reportam resultados semelhantes (QIN et al.,
2020), relatando que a maioria dos pacientes com sintomas graves de COVID-19
apresentou aumento nos niveis séricos de citocinas e quimiocinas, além de alta
producédo de neutrofilos e baixa produgédo de linfécitos, indicando que a resposta
hiperinflamatéria foi a responsavel pela gravidade da doenca.

Com relacao a linfopenia, a presente pesquisa corrobora resultados reportados
em outros estudos anteriormente publicados por pesquisadores chineses. Em uma
metanalise, foi observado que 35% a 75% dos pacientes desenvolveram linfopenia
(LIPPI et al., 2020). O presente estudo apresentou 45% de casos graves com linfopenia

acentuada ja no inicio da infecgdo por SARS-COV-2.
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A linfopenia nesse estudo representada pelos parametros LY-X e LY-Y
demonstrou carater discriminatorio entre COVID-19 grave e moderada nao so6 pela
analise estatistica logistica, mas também pelas curvas ROC comparativas onde obteve-
se um p < 0,05. Outros estudos comentados mostraram que a linfopenia foi mais intensa
nos pacientes que necessitaram de tratamento intensivo do que no grupo em que o
cursoda doenca foi brando (FLEURY et al., 2020).

Leucocitose e relacdao neutrofilo/linfocito (RNL): a RNL é considerada um
marcador muito utilizado em casos de inflamacéao e infecgao sistémica, além de ser
muito estudada como paréametro preditor de infeccdo bacteriana, incluindo as
sindromes respiratérias e pneumonias. O aumento dos leucécitos e da razao
neutrofilo/linfocito (RNL) foi observado no grupo de pacientes com evolugao mais grave
em comparagcao ao grupo moderado-leve (FLEURY et al.,, 2020). Os resultados
extraidos do nosso estudo apresentam uma elevagao mediana de cerca de até 5 vezes
o valor de referéncia para a RNL na admissdo, sendo que pacientes graves
apresentaram uma RNL mediana de 10,15 em relagdo as pacientes com COVID-19
moderada com uma RNL mediana de 6,05.

Vérios pacientes com COVID-19 apresentaram aumento na contagem de
neutrofilos e queda na contagem de linfécitos durante a fase grave, indicando disturbios
importantes de desregulacdo do sistema imune e condigdo critica nos casos mais
graves da infeccdo (WANG et al., 2020). A RNL do presente estudo comprovou esse
aumento tanto em relagdo a gravidade como em relagédo as principais comorbidades
das pacientes. Além disso, obteve-se uma acuracia de 91,3% na analise do RNL na
curva ROC no o grupo doente, porém nao houve boa acuracia para diferenciacdo entre
doenca moderada e grave.

D-dimero: em um estudo retrospectivo multicéntrico conduzido na China e
realizado nos dois primeiros meses da pandemia, foi verificado que 46,4% dos
pacientes com infecgcdo por SARS-COV-2 confirmada apresentaram elevacao dos
valores de D-dimero (>0,5 mg/L) sendo os resultados mais altos observados nos casos
mais graves (GUAN et al., 2020). Os resultados do presente estudo demonstram um
aumento 2,4 vezes em média nos valores de dimero das pacientes com COVID-19

grave quando comparadas as pacientes com doenca moderada.
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O D-dimero na analise multivariada apresentou-se como um parametro com
boa eficiéncia na triagem da gravidade da doenca. Porém, no monitoramento do
tratamento das pacientes ndo demonstrou ser uma boa ferramenta para decisao

clinica.

7.2 DESFECHO

Ha evidéncias relevantes reportadas no sentido de que a elevacdo da PCR
(proteina C reativa), RNL e valores aumentados de D-dimero sdo marcadores
prognosticos de infecgdo por SARS-CoV-2 (ZENG et al.; KWOK et al., 2020). Os dados
aqui apresentados concordam com esses autores supracitados com relagdao aos
valores elevados para os marcadores prognosticos RNL e D-dimero na admissao das
pacientes no CHC-UFPR, relatadas no presente estudo. Também ja foi identificado que
0s pacientes com maior probabilidade de progredir para doencga critica tém niveis
iniciais mais elevados de marcadores inflamatorio como: ferritina, PCR, procalcitonina
e D-dimero (HUANG et al., 2020; PFISER et al., 2021). A associacdo de um curso
clinico e desfecho ruim foi avaliada em pacientes hospitalizados com COVID-19
sugerindo que alteracdes nos niveis séricos de ferritina indicam mau prognéstico.
Essas alteragcbes sdo resultado do aumento da producdo de hepcidina e
dishomeostase de ferro, levando consequentemente a um quadro de anemia
(BELLMANN et al.; SHAN et al., 2020).

Em um estudo transversal realizado no Espirito Santo foi identificado maior risco
de obito em pacientes com idade superior a 60 anos, com multicomorbidades, doenca
renal e neoplasias (MASCARELLO et al., 2021). Outro estudo transversal realizado no
Brasil, identificou maior risco de 6bito em pacientes com duas ou mais comorbidades
e idade > 50 anos (MACIEL et al., 2021). O presente estudo corrobora com os autores
supracitados visto que 99% dos casos das pacientes que evoluiram para o Obito
possuiam pelo menos duas comorbidades além da idade superior ha 50 anos.

Em 2021, concluiu-se que a avaliagdo da maneira como as comorbidades e
fatores de gravidade se relacionam com o desfecho demonstra relevancia para o
gerenciamento da doenca, favorecendo a identificacdo precoce das condicdes
associadas a infeccao por COVID-19 e proporcionando o estabelecimento de manejo
terapéutico mais eficaz (DESIDERIO et al., 2021).
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No presente estudo pode-se comprovar essa relacdo entre comorbidades,
gravidade e desfecho identificando parametros laboratoriais hematologicos associados
ao prognostico da doenca. Quanto ao desfecho as pacientes com COVID-19 grave

apresentaram um p < 0,001 no teste exato de Fisher.

7.3 DIABETES MELLITUS

Estudos observacionais realizados em 2020, em diferentes paises, demonstram
a associacao entre a gravidade da infeccao pelo SARS-CoV-2 e o0 6bito com um quadro
de diabetes subjacente (GUAN et al.; CHOW et al.; WU et al., 2020). Essa associagao
foi observada em 24% dos pacientes hospitalizados e em 32-36% dos admitidos na UTI
(CHOW et al.; CUMMINGS et al., 2020). Além disso, outras anormalidades do
metabolismo da glicose sao descritas nas pessoas internadas por COVID-19, incluindo
hiperglicemia, cetose euglicémica e cetoacidose diabética classica. Ha varios fatores
possiveis para o curso mais grave da referida infeccdo viralem diabéticos. Pode-se
afirmar que os fatores relacionados ao SARS-CoV-2 incluem niveis substancialmente
elevados de citocinas, o que pode induzir as células B- pancreaticas a apoptose e
consequentemente havera desequilibrio na producéao de insulina (EIZIRIK et al., 2001).

Ademais, compreende-se que a expressao de ECA2 no pancreas endocrino
sugere a possibilidade de ligacao direta do SARS-CoV-2 as células B, contribuindo para
a deficiéncia de insulina e hiperglicemia (YANG et al., 2010; BARON et al., 2016). Por
outro lado, diversos estudos reportaram que em pacientes com diabetes e infecgoes
com uma resposta imune alterada e um aumento nos horménios contrarreguladores
podem promover: producao hepatica de glicose, diminuicdo da secrecao de insulina,
cetogénese e resisténcia a insulina, que sao fatores ndo especificos para COVID-19
(LAFFEL; JOSHI et al., 1999; MCCOWEN et al., 2001; ABU et al.; CAREY et al., 2018).
Vale ressaltar que as principais complicagbes extrapulmonares da infecgdo pelo novo
Coronavirus afirmam que também fazem parte do contexto das complicagdes
diabéticas, tais como a reducdo da funcdo renal, os estados pro-tromboticos, a
disfuncao cardiaca e a lesdo de hepatdcitos (FANG et al., 2020).

Esse estudo comprova que pacientes diabéticas tendem a evoluir para o

estagio mais grave da COVID-19, através das alteragdes significativas verificadas
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principalmente nas analises admissionais hospitalares de parametros como RNL e D-
dimero considerados por diversos autores como bons indicadores de progndstico da
doenca do coronavirus na admissao hospitalar. Além disso, ja se sabe que pacientes
com Diabetes Mellitus associada e nao devidamente controlada podem evoluir
rapidamente para condicbes de doenca critica, uma vez que essa comorbidade
promove alteracbes sistémicas metabodlicas importantes: disfuncao renal, déficit
cardiaco e maior susceptibilidade a infecgdes, além de reacao inflamatoria sistémica

estimulada pela hiperglicemia.

7.4 HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA

A OMS e a OPAS publicaram respectivamente em 2020 e 2021 que a
hipertensao arterial sistémica (HAS) afeta mais de 30% da populag¢ao adulta, ou seja,
mais de um bilhdo de pessoas e se apresenta como a principal causa de morte
prematura em todo o mundo.

Dentre os fatores de riscos para o desenvolvimento da HAS, de acordo com as
Diretrizes Brasileiras de Hipertensao Arterial - 2020, destacam-se a genética, idade
avancada, sexo, etnia, sobrepeso e/ou obesidade, ingestdo elevada de sadio,
sedentarismo, ingestao de alcool, além de fatores socioecondmicos, incluindo menor
escolaridade, condi¢gdes de habitagdo inadequadas e baixa renda familiar (BARROSO
et al., 2020).

Estudos apontaram que a existéncia de comorbidades, como a hipertensao
arterial sistémica, em pacientes com COVID-19 poderiam apresentar desfechos
desfavoraveis, incluindo um risco aumentado de morte (HUANG et al., 2020). Nesse
cenario, foi identificado que a hipertensdo € a doenga crbnica mais comum em
pacientes contaminados pelo novo coronavirus, podendo ser justificado pela elevada
prevaléncia global dessa comorbidade (TADIC et al., 2021).

Os pacientes com hipertensdo arterial sistémica apresentam: disfuncao
endotelial, que se apresenta como um desequilibrio entre substéancias vasodilatadoras
e vasoconstrictoras que afeta diretamente a fungdo vascular (YUGAR et al., 2015).
Associada ao processo de envelhecimento, a hipertensdo resulta no enrijecimento
progressivo € na perda de complacéncia das grandes artérias, sendo crucial na

patogénese das complicacées cardiovasculares na COVID-19 (NAGELE et al., 2020).
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Ressalta-se que devido ao fato da HAS se apresentar, frequentemente,
assintomatica, o paciente pode evoluir para alteragdes estruturais e/ou funcionais em
orgaos-alvo, como coragao, cérebro, rins e vasos, 0 que aumentaria a suscetibilidade
para o SARS-CoV-2, elevando o risco de desfechos desfavoraveis em pessoas com
COVID-19 (BARROSO et al.; Du et al., 2021). No entanto, estudos demonstraram que
o controle insuficiente da pressao arterial (PA) foi independentemente associado a
resultados adversos em pacientes com COVID-19 e hipertensos (RAN et al., 2020).

Nessa mesma linha, outro estudo chinés relata que a hipertensao arterial
sistémica em estagio | estava presente em 37% dos pacientes hospitalizados por
COVID-19, enquanto a prevaléncia de HAS em estagios Il e Il era significativamente
maior (61% e 70%, respectivamente) (CHEN et al., 2020). Além disso, desfechos
desfavoraveis (mortalidade, choque séptico, insuficiéncia respiratoria, sindrome do
desconforto respiratério agudo (SDRA) e admissao na unidade de terapia intensiva)
aumentaram gradualmente com a elevacgao da pressao arterial.

Quanto a relagao entre hipertensao arterial sistémica e COVID-19, foi reportado
que pacientes hipertensos com infec¢gdo por SARS-CoV-2 apresentaram riscos 2,27 e
3,48 vezes maiores de gravidade e fatalidade, respectivamente, em comparagdo com
os casos de COVID-19 sem hipertensdo (ZHANG et al., 2020). Estudos chineses
demonstraram que dentre os pacientes que desenvolveram a forma grave da COVID-
19, a maior proporg¢ao correspondia ao grupo de hipertensos (CHEN et al.; HUANG et
al., 2020). O presente estudo confirma essa proporgéo visto que os casos de pacientes
hipertensas representaram os casos mais graves e dentre o numero de obitos (n=17)
quase todas as pacientes (n=12) tinham HAS como comorbidade prévia.

No que se refere as complicagdes clinicas, estudos indicaram que os
hipertensos tinham maior taxa de admissdo em unidade de terapia intensiva,
apresentando condic¢des clinicas como choque, sindrome do desconforto respiratério
agudo e lesao renal aguda, além do maior uso de ventilagdo mecanica invasiva e nao
invasiva, além de se mostrarem mais propensos a receber antibioticos e terapias com
corticosteroides (HUANG et al.; YAO et al., 2020).

Por outro lado, muitas pesquisas identificaram que pacientes hipertensos
apresentaram niveis mais altos de hemoglobina, neutréfilos, D-dimero, aspartato
aminotransferase (AST), lactato desidrogenase (LDH) e a creatinina quando
comparados com os normotensos (OKAY et al.; YAO et al.; CHENGY!I et al., 2020).
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Entretanto, também apontaram que pacientes hipertensos apresentaram valores
medianos menores de albumina e taxa de filtragdo glomerular.

Além disso, a maioria dos estudos mostrou que os pacientes hipertensos com
diagnostico de COVID-19 possuiam média de idade superior a 60 anos (HUANG et al.,
2020). Os achados do presente estudo possibilitam concordar com as diversas
publicacdes de estudos anteriores, uma vez que a média de idade foi de 68 anos para
as pacientes com HAS que evoluiram para COVID-19 grave resultando em obito.
Devido a elevada prevaléncia mundial da hipertensao arterial sistémica, era previsivel
que esse grupo de pessoas apresentassem uma elevada incidéncia de COVID-19.
Agregado a essa condi¢ao, a idade também se apresenta como um dos fatores de risco
para o desenvolvimento da hipertensao, afirmando-se que no processo fisiolégico do
envelhecimento ocorrem alteragcdes morfologicas que incluem o enrijecimento
progressivo e perda de complacéncia das grandes artérias além de influenciarem nos
niveis da pressao arterial (BARROSO et al., 2020).

Os estudos conduzidos na China desde no inicio da pandemia sugeriram que
pacientes do sexo masculino com hipertensao arterial sistémica e COVID-19
apresentaram maior susceptibilidade para evoluir para as formas graves da COVID-
19, bem como maior probabilidade de ir a 6bito do que pacientes do sexo feminino
(YANG et al.; Li et al., 2020). Uma hipotese proposta para explicar esses achados se
atribui a uma possivel protecdo do cromossomo X e dos horménios sexuais, que
desempenham um papel importante no desenvolvimento inato e adaptativo da
imunidade, uma vez que o gene ACE2 esta localizado no l6cus Xp22 no cromossomo
X humano, e que a presencga de alelos conferiria resisténcia ao SARS-CoV-2, sendo
um mecanismo suposto para explicar a aparente menor susceptibilidade feminina a
infecgdo viral por COVID-19 grave (DEVAUX et al, 2020). A pesquisa aqui
apresentada, realizada exclusivamente com pacientes do sexo feminino observou um
total 20% de obitos representados por 17 pacientes sendo que 12 delas tinham como
comorbidade principal a HAS associada ha pelo menos mais uma outra comorbidade,
além da idade avancada.

No que se refere ao tratamento medicamentoso, € possivel concluir que o uso
de qualquer classe de anti-hipertensivos nao foi associado a um maior risco de
mortalidade (YAN et al.; PAN et al., 2020). Entretanto, é colocado em evidéncia que

pacientes com hipertensao arterial sistémica sem tratamento anti-hipertensivo
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apresentaram maior taxa de mortalidade quando comparados aos pacientes
hipertensos com tratamentos anti-hipertensivos (GAO et al., 2020).

Segundo a OPAS, estima-se que 1.130 milhdo de pessoas no mundo possuem
diagnostico de hipertensao arterial sistémica, e menos de uma em cada cinco a tem
sob controle. Cientes disso, foi realizado um estudo em 2020 em que foi visualizado
que os pacientes hipertensos apresentaram maior propensao de desenvolver a forma
grave da COVID-19 quando comparados aos pacientes nao hipertensos (HUANG et
al., 2020). Além disso, a necessidade de admissdao em unidade de terapia intensiva,
assim como a necessidade de ventilagcdo nao invasiva e invasiva foram maiores nos
pacientes hipertensos quando comparados aos pacientes nao hipertensos segundo 0s
relatos dos diversos estudos (HUANG et al.; OKAY et al.; XIONG. et al.; PAN et al.,
2020). E, quanto a taxa de mortalidade, varios autores observaram que havia um
aumento significativo no grupo de hipertensos quando comparados aos normotensos
(OKAY et al.; YAO et al.; YANG et al.; LI et al.; PAN et al., 2020).

Destaca-se que durante a infeccado pela COVID-19 o recrutamento de células
imunes pode serimunomediado ou em resposta pela agresséo viral direta ao endotélio,
podendo resultar em disfuncdo endotelial generalizada associada a apoptose
(BRANDAO et al.; ZHENG et al., 2020). Contudo, pacientes hipertensos ja apresentam
um estado pro-inflamatério decorrente da disfungao endotelial relacionada a
fisiopatologia da hipertensao arterial sistémica. Dessa forma, os disturbios no sistema
imunoldgico e a estimulagdo inflamatdria crénica resultante da hipertensdo podem
contribuir para a progressao da COVID-19 grave.

Dentre os pacientes acometidos pela COVID-19, conclui-se que quando
comparados aos pacientes normotensos, 0s pacientes hipertensos apresentaram
contagens significativamente maiores de D-dimero, neutrdfilos, proporcdo de
neutrofilos-linfocitos, leucocitos, lactato desidrogenase (LDH) e creatinina (HUANG et
al.; OKAY et al.; YAO et al., 2020).

Devido ao estado pro-inflamatorio da hipertensao arterial sistémica, ainda pode
ocorrer ativacao excessiva de vias de coagulacao e plaquetas, assim como de células
imunes que irdo secretar citocinas, peptideos antimicrobianos e uma variedade de
enzimas, além de produzir radicais de oxigénio e outros mediadores para exterminar
os patogenos, segundo um estudo anteriormente a pandemia do SARS-CoV-2
(NEWTON et al., 2016).
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Contudo, a ativacao excessiva dessas células de defesa podecausar danos ao
epitélio respiratério, aumentando a resposta inflamatoria local e diminuindo a fungao
pulmonar, proporcionando a progressao da COVID-19 (BARNES et al., 2020).

Diante desses dados pode-se constatar que parametros alterados, que se
apresentam como indicativos de que 6rgaos internos com altos niveis de expressao
da proteina ECA2, como pulmé&o, rim e coragdo, podem ser mais vulneraveis a invasao
e lesdo pelo SARS-CoV-2. Também observa-se que pacientes hipertensos tendem a
desenvolver COVID-19 mais grave, ndo apenas por meio de tempestades inflamatoérias
graves, mas também por meio de protecao reduzida contra lesdo de 6rgao devido a
desequilibrios no sistema ECA. Assim, o atraso no diagnostico e admissao hospitalar
pode resultar em um risco aumentado de desenvolver a forma grave da COVID-19 ou
até mesmo levar a morte.

Por fim, € necessario destacar que muitas doengas cronicas, incluindo a
hipertensao arterial sistémica, partilham mecanismos que levam a um estado pro-
inflamatoério e atenuacédo da resposta imunolégica. Dessa forma, o organismo nao
poderia controlar efetivamente o virus na fase inicial, 0 que levaria ao agravamento da
doenca em pacientes com COVID-19. No entanto, além da presenca da hipertensao
arterial em individuos com COVID-19, deve-se levar em consideragao outros fatores
como o envelhecimento, comorbidades adjacentes, histoérico de adesadoao tratamento
medicamentoso e habitos de vida ndo saudaveis que podem influenciarno controle da
hipertensao e consequentemente para o agravamento da COVID-19.

Os resultados encontrados também sugerem que a hipertensao arterial esta
associada a um risco aumentado do desenvolvimento da forma grave da COVID-19 e
aumento da mortalidade (RICARDO et al., 2022). No entanto, ainda s&o escassos 0s
estudos que abordem os efeitos nos resultados de pacientes hipertensos e a infecgao
pelo SARS-CoV-2 quanto a adesao prévia no uso de medicamentos anti-hipertensivos
anterior a infeccdo pela COVID-19, bem como analisar a presenca de outras
comorbidades preexistentes em pacientes com hipertensdo acometidos pela COVID-
19 e como essas doencgas associadas podem contribuir na evolucao para forma grave.
O presente estudo demonstra que a associacdo da HAS com outras comorbidades
somadas a infecgao por SARS-CoV-2 e ao envelhecimento podem evoluir rapidamente

para doenca critica resultando em 6ébito.
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Além disso, reforca-se que é necessaria a realizacao de estudos estratificados
por sexo para esclarecer a aparente maior suscetibilidade do sexo masculino a
evolucao da forma grave da infeccao pelo SARS-CoV-2 (RICARDO et al., 2022). O
presente estudo foi realizado apenas com pacientes do sexo feminino e demostrou
relevancia entre a presenca de HAS como comorbidade principal nas pacientes
acometidas pela COVID-19 e a possibilidade de evolucéo na gravidade da doenca.

E essencial em estudos futuros a inclusdo da analise de variaveis individuais
que possam influenciar no desfecho de pacientes com hipertensao arterial sistémica
infectados pelo SARS-CoV-2, como fatores genéticos, raca/etnia, ocupacédo, habitos
de vida, além da avaliacdo do grau educacional e diagnéstico da situagao

socioecondmica e ambiental.

7.5 OBESIDADE

A obesidade é outro fator de risco para sintomatologia mais severa da COVID-
19 (presente em 46% dos gravemente enfermos), ainda mais quando associada a
diabetes (CUMMINGS et al.; SIMONNET et al., 2020). A redugdo do volume e/ou
complacéncia pulmonar e a maior resisténcia das vias aéreas estao incluidas entre os
efeitos negativos da obesidade sobre a funcdo pulmonar (MCCLEAN et al., HIBBERT
et al., 2012). O aumento da adiposidade, também, esta associado a alteragées em
multiplas citocinas, quimiocinas e adipocinas (RAJALA et al., 2003; MCCLEAN et al.,
2008). As citocinas pro-inflamatérias (TNFa, IL-6, IL-8, leptina e adiponectina), por sua
vez, tem o potencial de exacerbar a ja exuberante resposta inflamatéria observada
nesta doenca viral.

Este estudo pode afirmar que dentre todas as comorbidades avaliadas, a
obesidade produziu o maior numero de interagdes entre as variaveis admissao e saida
hospitalar estudadas dentro dos paréametros hematologicos laboratoriais propostos e
que a presenca de obesidade aumentou as estimativas de grande parte dessas
variaveis. Essas alteracdes nos dados populacionais celulares, RNL e D-dimero muito
provavelmente estdo relacionadas a tempestade de citocinas somada ao processo proé-
inflamatdrio sistémico, caracteristico dessa comorbidade. Mesmo assim a obesidade
nao foi considerada a doenca associada a COVID-19 que demonstrou as alteracoes
mais significativas nas variaveis de reposta (RNL; D-dimero; WBC) de impacto do

nosso estudo.
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Porém foi a comorbidade que apresentou um p = 0,0686 noteste qui - quadrado na
diferenciacao entre doenca moderada e grave, apesar da representatividade

pequena(n=16) dentro do grupo das pacientes doentes.

Contudo, a obesidade ainda representa uma comorbidade importante ndo so
associada a COVID-19, mas como uma doenca de base que acomete cada vez mais
adultos jovens diminuindo a qualidade de vida e contribuindo para agravar
principalmente doencgas infecciosas que os pacientes obesos possam vir a contrair ao
longo do tempo. Portanto, afirma-se que pacientes com obesidade também devem ser
incluidos como potencialmente susceptiveis a infeccdo pelo novo coronavirus (KOWK
et al.,, 2020). Os mecanismos pelos quais essa comorbidade pode influenciar os
resultados adversos da COVID-19 incluem a inflamagao crénica, o comprometimento
da funcdo respiratoria e da perfusdo pulmonar, a desregulagdo imunoldgica, as
complicagcdes metabdlicas e vasculares da obesidade e as relativas alteragcdes
endocrinas que surgem como resultado de mudancas nos eixos hormonais hipotalamo-

hipofisarios, como hipogonadismo, hipotireoidismo e deficiéncia de cortisol.

7.6 DPOC

A doencga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) é uma doenca inflamatoria,
progressiva, heterogénea e complexa, caracterizada pelo estreitamento das vias
aéreas, especialmente das pequenas vias aéreas pulmonares, onde o processo de
remodelamento acarreta lesdes pulmonares causadas pela bronquite cronica,
enfisema e pela hipertensao pulmonar (BRASHIER et al.; KODGULE et al., 2012;
HOGG et al.; TIMENS et al. 2009). Apesar de divergéncias quanto a definicdo da
doenca, podemos utilizar a diretriz preconizada pelo Global Initiative for Chronic
Obstructive Lung Diseases, (GOLD, 2021). Segundo essa diretriz a doenca pulmonar
obstrutiva crbénica é considerada uma patologia evitavel e que possui tratamento,
caracterizada pela presenca persistente de sintomas respiratorios e limitagdo do fluxo

de ar.
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O principal fator de risco associado ao desenvolvimento da doenca é o
tabagismo, presente em cerca de 85% dos casos, sendo seu efeito nos pulmdes
dependente de uma série de fatores, como a quantidade de cigarros fumados, tamanho
e numero de tragadas por cigarro, entre outros (BRASHIER et al., KODGULE et al.,
2012; HOGG et al.; TIMENS et al.,, 2009). Apesar do habito de fumar ser o mais
frequentemente associado a DPOC, existem outras condicdes que também levam ao
seu desenvolvimento, como tuberculose, exposicdo ocupacional e infeccoes
pulmonares frequentes durante a infancia (FORBES et al., 2009; HOPKINSON et al ;
POLKEY et al., 2015).

O presente estudo ndo obteve um resultado significativo com relagdo aos
parametros laboratoriais hematologicos analisados nas pacientes que apresentavam
DPOC como comorbidade concomitantemente com a infeccdo pelo SARS-CoV-2 e
quando analisado quanto a gravidade do COVID-19 comparando casos moderados
com casos graves também n&o houve diferenca consideravel sendo encontrado p =
0,7252 resultado do teste T exato de Fisher. Acredita-se que esse resultado néo
expressivo seja devido a baixa porcentagem de pacientes com DPOC incluidas no
estudo (11%) além de que os sintomas caracteristicos da DPOC se assemelham muito
com os sintomas da COVID-19. E com relagdo aos 17 oObitos computados nessa
casuistica, apenas 3 pacientes apresentavam DPOC, mas ndao como comorbidade

isolada e sim associada a HAS, DM, obesidade, entre outras patologias.

7.7 GENOTIPAGEM

Quanto aos genadtipos pode ser concluido que ndo influenciou a evolugao dos
casos mais graves. Porém, ressalta-se que a amostragem estudada (60 amostras
testadas) € reduzida para essa analise visto que 11 amostras foram inconclusivas. No
Brasil, o surgimento da variante gamma em Manaus (AM), entre dezembro de 2020 e
janeiro de 2021, representou preocupacao das autoridades sanitarias do pais, visto que
ocorreu um pico nas taxas de infeccao por SARS-COV-2 e nas taxas de mortalidade
em todo o pais devido a rapida disseminacdo desta variante. No presente estudo
apresentou-se 34 (57%) pacientes com a variante Gamma, sendo que 70% dessas 34
pacientes tinham idades entre 20 e 60 anos, evidenciando a contaminagdo de uma

populacado mais jovem.
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8 LIMITAGOES DO ESTUDO

Esse estudo apresentou algumas limitagcbes como a presenca de outras
infeccoes concomitantes com a COVID-19 em algumas pacientes selecionadas para
o estudo que foram excluidas. Esse fator da presenca de outros agentes etiolégicos
associados a infeccdo por SARS-CoV-2, principalmente nos casos de infeccao
hospitalar, impacta diretamente no resultado do hemograma. Isso porque, além de
trazer informacgdes indicando que a presenca de infeccdo seja de carater viral,
bacteriano ou fungico, ainda retrata a evolugdo dessas infeccbes e a reposta ao
tratamento empregado.

Outra limitacao foi a ndo inclusdo de homens, que, de acordo com a literatura,

representaram os casos de maior gravidade.
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9 PONTOS FORTES DO ESTUDO

I. O hemograma € um exame de rotina laboratorial de baixo custo,
amplamente realizado, com resultados rapidos para diagnostico e
acompanhamento de pacientes, seja em ambiente ambulatorial ou

hospitalar.

. O hemograma € um excelente indicador da presenca de infecgdes,
somado a outros marcadores laboratoriais auxilia o clinico na triagem

e diagndstico de diversas patologias.

lll. O D-dimero, a linfopenia e a leucocitose desempenham um papel
importante na triagem da gravidade da COVID-19. Além disso, €&
considerado por muitos pesquisadores um exame de triagem na

investigacao de casos de trombose.
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10 CONCLUSOES

O presente estudo trouxe informacgdes importantes que possibilitam concluir que
0s parametros laboratoriais hematoldgicos representam boas ferramentas de triagem
para os casos da COVID-19, trazendo informacdes na admissdo das pacientes que
podem auxiliar na classificacdo dos casos de maior gravidade.

Na avaliacdo e diferenciacdo da gravidade destacam-se os parametros
leucocitarios que envolvem ndao s6 a contagem global de leucécitos e suas
caracteristicas celulares, mas também o diferencial leucocitario representado pela
presenca marcante de linfopenia e pela neutrofilia presente ja nos estagios iniciais da
evolugao da doenca.

A presenca de comorbidades e a idade avancada sao fatores de risco que
contribuem para maior gravidade da doenga. Entre as principais comorbidades
estudadas, ressalta-se que a presenca de Hipertensao Arterial Sistémica influenciou
grande parte dos casos que evoluiram a obito, (cerca de 70%). E que a Obesidade
representa risco maior para gravidade da COVID-19, independentemente da idade das
pacientes.

Por fim conclui-se que a genotipagem nao influenciou a gravidade da doencga e

tao pouco o desfecho.
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ANEXOS
Imagens do diferencial de leucécitos e dispersao celular na citometria de fluxo do XN-3100 em
pacientes com COVID-19

COVID-19 MODERADA




HOSPITAL DE CLiNICAS DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO “1°
PARANA - HCUFPR '

CEMNTHCUEER

Continuagao do Parecer: 4.284.474

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo de pardmetros clinicos e laboratoriais no diagnostico da covid-19
utilizando diferentes tipos de amostras clinicas

Pesquisador: Meri Bordignon Nogueira

Area Tematica:

Verséao: 2

CAAE: 36697020.7.0000.0096

Instituicdo Proponente: Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER
Numero do Parecer: 4.284.474

Apresentacgao do Projeto:

Trata-se de uma resposta a pendéncias do parecer n24.241.108 de 27 de agosto de 2020

O estudo é sobre o virus SARS-COV-2, pesquisando dados de pelo menos 200 amostras de
pacientes maiores de 18 anos de ambos os sexos, atendidos na Unidade Referenciada e internados
nas enfermarias respiratorias com suspeita de COVID-19.

Os pesquisadores propdem um método de coleta que reduza custos no diagndstico e o risco de
infeccao para profissionais de saude do CHC para implementacé&o na rotina laboratorial.

Na primeira versao solicitavam dispensa de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, mas nesta
resposta a pendéncia apresentam TCLE adequado.

Objetivo da Pesquisa:

Sem relatos de modificagdes em relagao ao projeto original

Avaliagcao dos Riscos e Beneficios:

Sem relatos de modificagdes em relagao ao projeto original

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Resposta a pendéncias adequada

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoéria:
Termos presentes Pagina 01 de 04

Enderego: Rua Gal. Carneiro, 181

Bairro: Alto da Gléria CEP: 80.060-900

UF: PR Municipio: CURITIBA

Telefone: (41)3360-1041 Fax: (41)3360-1041 E-mail: cep@hc.ufpr.br



HOSPITAL DE CLiNICAS DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO “1°
PARANA - HCUFPR '

CEPAC/UTPR
Continuagéo do Parecer: 4.284.474

Recomendagoées:

Atencéao para o fato de ter dois TCLEs na lista de documentos: o que foi postado em 17.08.20, que
esta errado, pois € de outro projeto, e o que foi postado em 02.09.20, que € o corrigido.

E obrigatdrio trazer ao CEP/HC uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido que foi
aprovado, para assinatura e rubrica, 0 mesmo deve estar em formatacdo adequada e com as caixas
de rubricas no rodapé das paginas que nao contenham assinatura. Apos, fazer copia fiel do TCLE
aprovado e rubricado emduas vias: uma ficara com o pesquisador e outra com o participante da
pesquisa.

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgodes:
As pendéncias do parecer n24.241.108 eram:
1- Apresentar TCLE.

Embora os pesquisadores tenham colocado uma justificativa para a dispensa do TCLE esta ndo esta
coerente com o projeto apresentado. Os préprios autores descrevem, corretamente, a necessidade
da aplicacdo do TCLE, conforme descrito em Materiais e Métodos do projeto, no item Tipo de
Amostra.Salientamos que neste termo devera ser esclarecida a coleta adicional de material (saliva e
lavado de garganta) e o tempo para aplicagao do questionario.

RESPOSTA: ITEM ATENDIDO, embora ndo tenha sido incluido o tempo para aplicacédo do
questionario. Avaliando o questionario, que foi submetido agora, consideramos que nao é extenso,
portanto o TCLE pode ficar sem esta informacéo.

2- Apresentar modelo do questionario que sera aplicado aos participantes de pesquisa

RESPOSTA: ITEM ATENDIDO
Considerac¢oes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do HC-UFPR, de acordo com
as atribuicoes definidas na Resolugdo CNS 466/2012 e na Norma Operacional N2 001/2013 doCNS,
manifesta-se pela aprovacao do projeto, conforme proposto, para inicio da Pesquisa. Solicitamos que
sejam apresentados a este CEP relatérios semestrais sobre 0 andamento da pesquisa, bem como
informacodes relativas as modificacbes do protocolo, cancelamento, encerramento e destino dos
conhecimentos obtidos. Os documentos da pesquisa devem ser mantidos arquivados.
E dever do CEP acompanhar o desenvolvimento dos projetos por meio de relatérios semestrais dos
pesquisadores e de outras estratégias de monitoramento, de acordo com o risco inerente a
pesquisa.

Pagina 02 de 04

Enderego: Rua Gal. Carneiro, 181

Bairro: Alto da Gléria CEP: 80.060-900

UF: PR Municipio: CURITIBA

Telefone: (41)3360-1041 Fax: (41)3360-1041 E-mail: cep@hc.ufpr.br



CEMNTHCUEER

HOSPITAL DE CLiNICAS DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO
PARANA - HCUFPR

Continuag&o do Parecer: 4.284.474

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacadg
E\formagées I-’PB_INI'UHIVIAQUIZS_BASIUAS_UU 02/09/2020 Aceito
asicas _
do Projeto ROJETO_1614221.pdf 15:25:53
TCLE / Termos de | TCLE_CORRIGIDO_02_09.docx 02/09/2020] Meri Bordignon Aceito
Assentimento / 15:24:55 | Nogueira
Justificativa de
Auséncia
Outros géETA_DE_ENCAMINHAMENTO_ 02/09/2020| Meri Bordignon Aceito
_PENDENCIAS. .pdf 15:24:09 | Nogueira
Outros 8éII§TA_DE_ENCAMINHAMENTO_ 02/09/2020| Meri Bordignon Aceito
_PENDENCIAS.doc 15:23:28 | Nogueira
Outros CRQUSSTIONARD_COMPLEMENTA 02/09/2020| Meri Bordignon Aceito
£P 15:21:56 | Nogueira
Outros CRll(JjESﬂON/-\RlO_COMPLEMENTA 02/09/2020| Meri Bordignon Aceito
.do
CX 15:21:04 | Nogueira
TCLE / Termos de | TCLE_CORRIGIDO_02_09.pdf 02/09/2020] Meri Bordignon Aceito
Assentimento / 15:17:07 | Nogueira
Justificativa de
Auséncia
}-’ro;eto Detalhado | Projeto_ SARS_CoV .pdf 18/08/2020| Lucas Bochnia Aceito
Brochura 10:37:21 | Bueno
Investigador
/F’ro;eto Detalhado [ Projeto_SARS_CoV.docx 18/08/2020| Lucas Bochnia Aceito
Brochura 10:37:14 | Bueno
Investigador
TCLE / Termos de nglicitacao_de_dispensa_do_TCLE. 18/08/2020| Lucas Bochnia Aceito
Y
Assentimento / 10:32:41 | Bueno
Justificativa de
Auséncia
Outros Declaracao_de_orientacao.pdf 18/08/2020] Lucas Bochnia Aceito
10:24:20 | Bueno
Outros Ausencia_de_custos.pdf 18/08/2020[ Lucas Bochnia Aceito
10:23:18 | Bueno
ioli_cita ao Carta_encaminhamento.pdf 18/08/2020| Lucas Bochnia Aceito
ssinada
pelo Pesquisador 10:23:02 | Bueno
Responsavel

Endereco: Rua Gal. Carneiro, 181

Bairro: Alto da Gloria
UF: PR

Telefone: (41)3360-1041

CEP: 80.060-900

Municipio: CURITIBA

Fax: (41)3360-1041

E-mail: cep@hc.ufpr.br

Pagina 03 de 04



HOSPITAL DE CLiNICAS DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO
PARANA - HCUFPR

gt

CEMHUERR
Continuagao do Parecer: 4.284.474

Declaracao de Declaracao_de_compromisso.pdf 13/08/102 Lucas Bochnia Aceito

Pesquisadores 10:22:33 | Bueno

Outros Concordancia_UR.pdf 13/08/102 Lucas Bochnia Aceito
10:22:14 | Bueno

Outros Concordancia_ULAC.pdf 18/08/ZUZ Lucas Bochnia Aceito
10:21:57 | Bueno

Outros Concordancia_LIGH.pdf 18/08/ZUZ Lucas Bochnia Aceito
10:21:42 | Bueno

Outros Concordancia_LABCHO.pdf 18/08/202 Lucas Bochnia Aceito
10:21:29 | Bueno

Declaragao de Concordancia_lInfectologia.pdf 18/08/202 Lucas Bochnia Aceito

concordancia 10:20:45 | Bueno

Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 18/08/202 Lucas Bochnia Aceito
10:20:25 | Bueno

TCLE / Termos de | TCLE.pdf 17/08/ZUZ Lucas Bochnia Aceito

Assentimento / 16:27:42 | Bueno

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE.docx 17/08/202 Lucas Bochnia Aceito

Assentimento / 16:27:30 | Bueno

Justificativa de
Auséncia

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:

Nao

CURITIBA, 17 de Setembro de

2020

Assinado por: Maria Cristina Sartor
(Coordenador(a))

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Pagina 04 de 04




