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RESUMO

Em 2020 a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) declarou a pandemia da COVID-19, causada pelo virus
Sars-Cov-2, inicialmente identificado pelo Centro Chinés de Controle e Prevenc¢éo de Doengas (CDC). O virus
tem grande afinidade pelo sitio ativo do receptor da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA-2), que tem
grande expressao no tecido pulmonar, dessa forma, geralmente o primeiro 6rgédo a ser afetado é o pulmao,
visto que a ligacdo com o receptor na membrana alveolar faz a internalizagdo do virus no organismo. A
patogénese tem inicio nos efeitos diretos causados pela replicacéo viral e evolui para inflamacéo sistémica e
tempestade de citocinas, que causam danos mais duradouros nos sistemas organicos, como lesdo endotelial
e fibrose pulmonar. Devido aos impactos causados pela gravidade da doenca e suas complicacdes, este
estudo tem como objetivo analisar as amostras pulmonares obtidas de casos fatais de COVID-19 atendidos
no Hospital Universitario de Maringa (HUM), identificando as alteracdes histopatolégicas e quantificando a
expressdo de marcadores de apoptose. A metodologia utilizara tecidos armazenados em parafina no biobanco
do laboratério de Patologia Geral da Universidade Estadual de Maringa — PR, com a utilizagdo da coloragao
de hematoxilina e eosina e a marcagdo de TGFBRI pela técnica de imunohistoquimica, analisados no
microscopio optico acoplado a camera com sistema de documentacgéo de imagens (Opticam). Assim, espera-
se compreender melhor a fisiopatologia da COVID-19 e fomentar estudos para desenvolvimento de futuras
técnicas diagndsticas e terapéuticas.

PALAVRAS-CHAVE: Imuno-Histoquimica; Infec¢Bes por SARS-CoV-2; Les&o Pulmonar Aguda.
1 INTRODUCAO

Em dezembro de 2019, o Centro Chinés de Controle e Prevencao de Doencgas (CDC)
emitiu um comunicado sobre casos de pneumonia que, até entdo, eram de causa
desconhecida. Posteriormente o virus foi nomeado de Sindrome Respiratéria Aguda
Severa do Coronavirus 2 (Sars-Cov-2), causador da doenca COVID-19 (MERAD et al,
2022). Desde entdo o mundo precisou se adequar a nova realidade, lidando com a
enfermidade que, em meados de marco de 2023, j4 havia afetado mais de 700 milhdes de
pessoas e causado cerca de 6,8 milhdes de mortes (WHO, 2023).

No processo infeccioso da COVID-19, o primeiro sistema a ser afetado € o
respiratorio. Esse tropismo se deve ao tecido pulmonar apresentar alta expressao de
receptores da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA-2) na membrana alveolar. Devido
ao Sars-Cov-2 ter grande afinidade ao sitio ativo da ECA-2, o virus utiliza esta associacao
como forma de entrada no organismo. Esse fato também explica sua acao viral em outros
orgaos que expressam o mesmo receptor (ACHUA et al, 2021).

Com a infecgéo, a patogénese da COVID-19 pode ser dividida em duas fases: na
fase primaria ocorre a multiplicacdo viral, em que a replicacdo causa danos diretos aos
tecidos. A gravidade desta fase inicial determina a progresséao para fase secundaria e sua
intensidade (MERAD et al, 2022; CAMPOROTA et al, 2022).
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A inflamacdo comeca logo no inicio da infeccédo, com infiltrado linfocitario no nivel
alveolar que progride para deposigao intra-alveolar de fibrina e les&o na microvasculatura,
ao mesmo tempo em que se inicia a hiperplasia de células alveolares do tipo 2 e os
capilares intersticiais formam redes mais densas (MERAD et al, 2022; CAMPOROTA et al,
2022).

A fase secundaria é caracterizada por danos consequentes do fenébmeno conhecido
como tempestade de citocinas, onde o recrutamento das células imunes produz resposta
inflamatéria local e sistémica. Assim, nesse ponto da doenca, o dano causado pela
inflamacédo se sobrepbe aos efeitos diretos do virus (MERAD et al, 2022; CAMPOROTA et
al, 2022).

Isso p6de ser comprovado através de autdpsias de pacientes falecidos com COVID-
19, que demonstraram pouca infeccao viral ativa, porém com grandes infiltrados de células
imunes, sugerindo-se que a faléncia de 6rgaos ocorra pela exacerbada atividade do sistema
de defesa, em conjunto com danos vasculares (MERAD et al, 2022; MCELVANEY et al,
2020).

A progressao para formas mais graves e potencialmente fatais se deve a diversos
fatores somados entre si, tais como: alta carga viral, defeitos na resposta IFN-1, diminuicéo
da imunidade inata e aumento da imunidade adaptativa. Além disso, comorbidades
associadas podem influenciar nesse processo, particularmente hipertensdo arterial
sistémica, obesidade, diabetes mellitus do tipo 2 e doencga renal crbnica, visto que essas
condicBes prejudicam a rapidez e a qualidade da resposta inflamatéria, ocasionando assim
atraso na eliminacao do virus, o que aumenta o tempo da inflamacao caracteristica e amplia
os danos (MERAD et al, 2022).

Por fim, com a progressao da enfermidade ocorre alteracédo na perfusao pulmonar,
hiper-inflamacé&o, hipercoagulabilidade e embolia pulmonar, seguida por edema
inflamatério crescente que evolui para consolidacdo parenquimatosa progressiva a qual,
posteriormente, pode progredir para fibrose pulmonar irreversivel (CAMPOROTA et al,
2022).

Assim, o presente estudo, por meio da analise histopatolégica e imunohistoquimica
das alteracdes causadas pelo Sars-Cov-2, ir4 fornecer recursos que possam contribuir na
compreensao da fisiopatologia da COVID-19, de modo com que estudos posteriores
possam ser feitos, como forma de desenvolver métodos diagndsticos e praticas
terapéuticas mais direcionados e eficazes.

Por fim, tem como objetivos analisar os achados histopatol6gicos de amostras
pulmonares, obtidos por meio de biopsias, de pacientes falecidos por COVID-19 atendidos
no Hospital Universitario de Maringa, assim como identificar as altera¢des histopatologicas
pulmonares causadas, quantificar qualiquantitativamente a intensidade de cada alteracao
encontrada e identificar e quantificar a expressédo de marcadores de apoptose nos tecidos
por meio de andlise imunohistoquimica.

2 MATERIAIS E METODOS

Os tecidos a serem utilizados foram obtidos por autépsia minimamente invasiva
guiada por ultrassom, de casos fatais de COVID-19 do Hospital Universitario de Maringa
(HUM), no periodo que compreende de novembro de 2020 até maio de 2021. Apéds
passarem por processamento histoldgico, estdo armazenados em blocos de parafina no
biobanco do laboratério de Patologia Geral da Universidade Estadual de Maringa — PR.

A coleta e armazenamento das amostras foram aprovados pelo Comité Permanente
de Etica em Pesquisa — COPEP/UEM, com nimero de protocolo: 38443420.6.0000.0104.

Os blocos de parafina com fragmentos de tecido pulmonar serdo cortados em
micrétomo de 3 a 4um, de forma seriada, com dois a trés cortes por lamina, obtendo trés
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laminas por amostra. Aos cortes serdo aplicadas as coloracées de hematoxilina e eosina
(HE). Ja a outra lamina serd utilizada para a realizacdo da técnica de Imunohistoquimica,
com o objetivo de marcar TGFBRI nos tecidos por meio da utilizagdo do anticorpo anti-
TGFBRI (TGFBR1 Polyclonal Antibody - PA5-81069 — Thermo Fisher Scientific).
Posteriormente sera feita a leitura e andlise das laminas no microscopio éptico.

3 RESULTADOS PARCIAIS

A leitura das laminas de 48 pacientes internados no Hospital Universitario Regional
de Maringa, possibilitou a identificacdo e categorizacdo de alteracbes pulmonares
causadas pela infec¢ao por COVID-19.

Também foram coletadas informac¢des dos pacientes como sexo, idade, inicio da
sintomatologia, data do 6bito, tempo de internacéo e dados clinicos. Vale ressaltar que nem
todos tinham registros completos, dessa forma, alguns resultados serdao com base em
amostras parciais.

Dos 48 pacientes, 32 (66,6%) eram do sexo masculino e 16 (33,3%) do sexo
feminino. Levando em conta a amostra de 40 pacientes, as idades variaram entre 15 e 96
anos, com a meédia de 67,55 anos, sendo que 67,5% eram idosos, em comparagdo com
apenas 5% que tinham menos de 20. Ja sobre o tempo de internacdo, com base em 42
pacientes, a variacdo foi entre 1 e 37 dias, em média 14 dias internados com 23 (54,7%)
individuos tendo o tempo de internagdo maior que a média.

Em relacéo as comorbidades e habitos de vida, foram analisadas informacdes de 40
pacientes, valendo destacar algumas de maior frequéncia: Hipertensdo Arterial Cronica
(47,5%); Diabetes Mellitus do Tipo 2 (32,5%); Tabagismo (20%); Doencas Cardiacas (15%);
Doencas Pulmonares (12,5%) e Obesidade (12,5%). Além disso, 15% ndo apresentavam
nenhuma comorbidade.

Durante a andlise histopatologica foram identificadas as seguintes alteracfes
pulmonares, com suas respectivas frequéncias: Espessamento das Paredes Alveolares
(100%); Hiperplasia de Pneumécitos (100%); Células Descamadas (98%); Edema
Pulmonar (96%); Infiltrado Polimorfonuclear (96%); Hemorragia (96%); Fibrose (94%);
Membrana Hialina (94%); Infiltrado Mononuclear (94%); Pneumdcitos Atipicos (77%);
Trombo (45%). Cada alteracédo foi categorizada de acordo com sua intensidade, sendo
intensidade 1 como forma leve, presente em menos de 25% do tecido pulmonar,
intensidade 2 como forma moderada, presente entre 25% e 50% do tecido pulmonar e
intensidade 3 como forma intensa, presente em mais de 50% do tecido pulmonar.

Posteriormente a categorizacdo, notou-se que a alteracdo mais identificada e com
maior porcentagem da forma intensa foi o0 espessamento das paredes alveolares, sendo
27% com a forma leve, 38% moderada e 35% intensa, portanto, é relevante levantar os
aspectos clinicos dos 17 pacientes com espessamento intenso das paredes.

Analisando os dados deste recorte observa-se que 12 (70,5%) pacientes eram do
sexo masculino e 5 (29,5%) do sexo feminino, a média do tempo de internagéo foi 16,25
dias, cerca de dois dias a mais que a meédia geral, variando entre 1 e 37 dias e a idade
variou entre 46 e 96 anos, com média de 70 anos, sendo que 69,2% eram idosos.

Em relacdo as comorbidades e habitos de vida, considerou-se 13 pacientes que
continham registros. Destes, 5 (38,4%) tinham Hipertensédo Arterial Crbnica, 5 (38,4%)
tinham Diabetes Mellitus do Tipo 2, 4 (30,7%) eram tabagistas e 2 (15,3%) tinham doencas
pulmonares.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Anais Eletronico XIII EPCC
UNICESUMAR - Universidade Cesumar @UniCesumar



1 da UniCesumar XI l I

cPCC

IS8N
24 a 26 de outubro de 2023 999-99-999-9999-9

Conclui-se que a realizacdo do presente trabalho faz-se relevante por conta do
impacto mundial da infec¢cdo do COVID-19, somado ao consideravel desconhecimento das
alteracdes pulmonares causadas pela doenca. Dessa forma, este trabalho espera contribuir
para a elaboracdo de métodos diagndsticos e terapéuticos futuros.
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