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Resumo

A pandemia causada pela sindrome respiratoria aguda grave do coronavirus 2 (SARS-
CoV-2) é uma crise emergente que afeta o sistema de saude publica. As
caracteristicas clinicas da COVID-19 podem variar de estado assintomatico a
sindrome respiratoria aguda e disfuncdo de mudltiplos 6rgdos. Alguns parametros
hematoldgicos e bioquimicos podem auxiliar na predicdo do desfecho clinico do
paciente com COVID-19. Esse estudo tem o objetivo de avaliar parametros
hematoldgicos e bioguimicos de pacientes com diagndéstico COVID-19 do Hospital
Risoleta Tolentino Neves, em Belo Horizonte, Minas Gerais. Os pacientes incluidos
no estudo tinham o diagnostico de infeccdo pelo SARS-CoV-2 confirmado por meio
de RT-PCR e as dosagens bioquimicas e hematologicas foram realizadas pelo
laboratorio do Hospital Risoleta Tolentino Neves e foram disponibilizados para
realizacdo desse estudo. Também foi criado um biorrepositério com amostras de
sangue sem anticoagulante (soro), sangue com anticoagulante (EDTA) e aspirado
traqueal de pacientes com COVID-19 do Hospital Risoleta Tolentino Neves, para
futuros estudos. Para a analise estatistica dos dados foi utilizado o software GraphPad
Prism 8.0 (GraphPad Software Inc.) para comparacéo entre os grupos. Dentre 0s
parametros avaliados os que mais se destacaram com desempenho maior ou igual a
0,70 e que podem ser usados como possiveis biomarcadores para gravidade do
paciente com COVID-19 sédo: global de leucécitos, neutrofilos, relacdo neutrofilo /
linfécito, sédio, cloro, lactato e ureia. Esses parametros tiveram seus valores
aumentados em pacientes graves principalmente no terceiro tempo de coleta, com
destaque para a ureia que apresentou desempenho de 0,84 em tempos mais tardios
no acompanhamento dos pacientes. Estes resultados indicam a importancia do
monitoramento laboratorial aliado aos aspectos clinicos dos pacientes com COVID-19

nesta coorte Unica que exibiu alta mortalidade.

Palavras-chaves: SARS-CoV-2. COVID-19. Parametros hematolégicos e bioquimicos.

Biomarcadores de gravidade.



Abstract

The pandemic caused by severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-
CoV-2) is an emerging crisis affecting the public health system. The clinical features of
COVID-19 can range from an asymptomatic state to acute respiratory syndrome and
multiple organ dysfunction. Some hematological and biochemical parameters can help
predict the clinical outcome with COVID-19. This study aims to evaluate hematological
and biochemical parameters of patients diagnosed with COVID-19 at Hospital Risoleta
Tolentino Neves, in Belo Horizonte, Minas Gerais. Patients included in the study had
a diagnosis of SARS-CoV-2 infection confirmed by RT-PCR, and biochemical and
hematological measurements were performed by the Hospital Risoleta Tolentino
Neves laboratory and were made available for this study. A biorepository with blood
samples without anticoagulant (serum), blood with anticoagulant (EDTA) and tracheal
aspirate from patients with COVID-19 at Hospital Risoleta Tolentino Neves for future
studies. For the statistical analysis of the data, the GraphPad Prism 8.0 software
(GraphPad Software Inc.) was used to compare the groups. Among the parameters
evaluated, the ones that stood out the most with performance greater than or equal to
0.70 and that can be used as possible biomarkers for the severity of the patient with
COVID-19 are: global leukocytes, neutrophils, neutrophil/lymphocyte sodium ratio,
chlorine, lactate, and urea. These parameters had their values increased in critically ill
patients, especially in the third time of collection, with emphasis on urea, which showed
a performance of 0.84 at later times in the follow-up of patients. These results indicate
the importance of laboratory monitoring combined with the clinical aspects of patients
with COVID-19 in this unique cohort that exhibited high mortality.

Keywords: SARS-CoV-2. COVID-19. Hematological and biochemical parameters.

Gravity biomarkers.
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1 Introducéo

1.1 Caracteristicas do SARS-CoV-2

Morfologia e taxonomia

O SARS-CoV-2 foi sequenciado e isolado em janeiro de 2020 na
China. E um virus envelopado de RNA fita simples sentido positivo, n&o
segmentado e pertence aos [-coronavirus, subgénero sarbecovirus, familia
Coronavirdiae subfamilia Orthocoronavirinae, ordem Nidovirales conforme a
figura 1. Os coronavirus sdo subdivididos em 4  géneros
Alphacoronavirus(aCoV), Betacoronavirus (BCoV), Deltacoronavirus (6CoV)
e Gammacoronavirus (yCoV) a-/ -/ y—/8-CoV. Os géneros a- e B-CoV séo
capazes de infectar mamiferos, e y- e 6-CoV infectam aves (Guo YR et al., 2020;
Chan JF et al.,2020).

Os virus da familia Coronavirdiae possuem um genoma de RNA variando
de 26 a 32 quilobases de comprimento. O virus SARS-CoV-2 possui cerca de
65-125 nm de diametro, apés o isolamento de algumas amostras de
trabalhadores do mercado de frutos do mar em Wuhan, identificou-se que as
cepas de SARS-CoV-2 tinham o comprimento de 29,9 kb e possuiam 4
proteinas estruturais principais, séo elas: Spike (S), membrana (M), envelope (E)

e nucleocapsideo (N) (Figura 2).

A spike é uma proteina transmembrana com peso molecular de 150 kDa
e encontrada na porcao externa do virus, € uma glicoproteina trimérica que se
projeta na superficie viral e é responsavel pela entrada do virus na célula do
hospedeiro através da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2). A spike &
clivada em duas subunidades (S1 e S2) pela protease do tipo furina, presente na
célula do hospedeiro. A proteina S liga-se a célula hospedeira por meio do
dominio de ligacdo ao receptor (RBD), na subunidade S1, posteriormente a

subunidade S2 se funde a membrana célula. A parte S1 é responsavel pelo
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tropismo celular enquanto S2 funciona como mediador de fusdo do virus na
célula hospedeira (Lu R et al., 2020; Astuti I, 2020; Naqgvi AAT et al., 2020).

Familia ’Arteriviridae I l Coronaviridae ‘ ’ Mesoniviridae I
Subfamilia Orthocoronavirinae | Torovirinae
Género a-CoV | p-CoV »CoV o-CoV
Subgeénero | sarbecovirus
Espécies | HcoV-229F SARS-CoV-2 HCoV-0C43
(humano) | HCOV-NL63 SARS-CoV
HCoV-HKU1
MERS-CoV

Figura 1: Classificagdo dos coronavirus humanos.

Fonte: Adaptado de Malik YA. Properties of Coronavirus and SARS-CoV-2. Malays J
Pathol (2020) 42:3-11.

A proteina de membrana (M) é a proteina mais abundante no virus,
tem em torno de aproximadamente 25-30 kDa com trés dominios
transmembrana e alguns estudos sugerem gue essa proteina pode adotar
duas diferentes conformacdes que estédo relacionadas tanto a curvatura da
membrana, quanto a sua ligacdo ao nucleocapsideo (Fehr AR et al., 2015).

A proteina (E) se encontra em pequenas quantidades dentro do virus,
com aproximadamente 8-12 kDa. Na replicagdo viral essa proteina €
encontrada em grandes gquantidades na célula infectada, mas somente uma
pequena porcéo € incorporada ao envelope do virus (Fehr AR et al., 2015;
Schoeman D et al., 2019).
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O nucleocapsideo (N) é o componente estrutural, esta proteina N esta
relacionada ao genoma viral e outros aspectos do ciclo de replicacdo do virus
e também na resposta celular do hospedeiro (Schoeman D et al., 2019; Astuti
| etal., 2020).

Proteina do nucleocapsideo

........

% b Glicoproteina de envelope (E)

RNA

Glicoproteina de membrana (M)

Bicamada lipidica

Figura 2: Estrutura do SARS-CoV-2. O SARS-CoV-2 é um virus envelopado, com o
genoma composto por uma molécula de RNA fita simples, ndo segmentado de
polaridade positiva e possui 4 proteinas estruturais, que sédo as proteinas S, M, E e
proteina do nucleocapsideo.

Fonte: Adaptado de Shereen MA, et al., 2020

1.2 Ciclo de multiplicacéo

O SARS-CoV-2 entra na célula hospedeira através da interagdo da
glicoproteina S (que possui 2 subunidades, sendo que S1 é responsavel pela
ligacdo ao receptor da célula do hospedeiro e S2, responsavel pela fuséo das
membranas viral e celular) com a enzima conversora de angiotensina 2

(ECA2) que estéo presentes em vario 6rgdos como, pulmao, coracao, rins e



23

trato gastrointestinal. Quando a glicoproteina S se liga a ECA2 ocorre um
processamento proteolitico da fusdo da serina protease transmembranar tipo
Il (TMPRSS2), que cliva a ECA2 e ativa a glicoproteina S, facilitando assim,
a entrada do virus na célula hospedeira, de acordo com a figura 3 (Fehr AR
et al., 2015; Astuti | et al., 2020; Walls AC et al., 2020; Rabi FA et al., 2020).

A y B s C ’ Entrada do vitus na célula

L 4 Membrana AY B A Membrana

i e - .
/s i i s 7 glicoprotéica
o :"/ glicoproteica {,«" ghicop!
L o\ DA

RNA

- A
”' =4 & ™. Proteina
ﬁ.' v Spike s

Clivagem do

‘ Receptor de ECA-2 TMPRSS2 receotor de ECA-2

Figura 3: Entrada do SARS-CoV-2 na célula humana. A- proteina S do SARS-CoV-2 se
liga ao receptor ECA2 da célula do hospedeiro. B- A TMPRSS2 cliva o receptor ECA2 e
ativa a proteina S. C- O virus entra na célula hospedeira.

Fonte: Adaptado de Rabi FA,et al., 2020.

ApOGs a entrada do virus na célula, o ciclo replicativo se inicia com a
traducdo das ORFs &’ proximais (ORF1a e ORF 1b) do genoma viral. A ORFla/b
possui aproximadamente dois tercos do genoma e codifica as proteinas
replicase (ppla e pplab). A clivagem dessas poliproteinas produz 15-16
proteinas ndo estruturais (nsps) que possuem diversas funcdes, como por
exemplo, A RNA polimerase dependente de RNA (nsp12) que é a enzima central
do gene replicase, pois catalisa a sintese do RNA viral. As proteinas ligacdo de
RNA fita simples (nsp7) e Primase (nsp8) que sdo proteinas acessorias e
auxiliam a nps12 em sua funcdo. A protease do tipo papaina (nsp3) que atua na
montagem de estruturas de replicacdo do virus (Astuti | et al., 2020; de Wilde AH
et al., 2017; Periman S et al., 2009; Platto S et al., 2020; Fung TS et al., 2018).

A maior parte do terco restante do genoma codifica as proteinas
estruturais do SARS-CoV-2: proteinas S, M, N e E. A replicagéo/ transcri¢ao
esta associada a vesiculas de membrana dupla e o RNA gen6mico da progénie
de sentido positivo que € sintetizado a partir do intermediario de sentido negativo,
mas um conjunto da espécie de RNA subgendmico é sintetizado por transcricdo
descontinua do genoma, onde sdo traduzidas as proteinas acessoérias e

estruturais do virus. As proteinas estruturais (S, M, E) séo sintetizadas, dobradas
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e modificadas no reticulo endoplasmatico (RE) e transportadas para o

compartimento intermediario RE-Golgi, onde podem interagir com o genoma

encapsulado para montar os virions da progénie. Os virions presentes no RE-

Golgi séo transportados através de vesiculas de parede lisa e liberados para o

meio extracelular por meio da via secretora, dando inicio a novas replicacdes

virais como é demonstrado na figura 4 (Astuti | et al., 2020; de Wilde AH et al.,

2017; Perlman S et al., 2009; Platto S et al., 2020; Fung TS et al., 2018).
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Figura 4: Esquema do ciclo de replicagcdo do coronavirus. A replicagdo comeca
guando ocorre a ligagdo da proteina S do virus ao receptor ECA2 da célula hospedeira,
ali ocorre a fuséo da membrana celular e do envelope viral, assim, o nucleocapsideo viral
entra no citoplasma. Quando o virus perde seu revestimento o RNA gendmico &
traduzido para produzir ppla e pplab que sdo clivados e formam numerosos nsps.
Alguns nsps sd@o responsaveis por formar vesiculas de membrana dupla, onde o
complexo de transcri¢cdo e replicagdo € montado. Tanto 0 RNA genémico quanto o0 RNA
subgendmico (codificam proteinas estruturais e acessorias) sao sintetizados no sentido
negativo. A montagem dos virions ocorre no compartimento intermediario ER-Golgi e as
particulas virais maduras sao transportadas em vesiculas de parede lisa e sdo liberadas

pela via secretora.

Fonte: Adaptado de Shereen MA, et al., 2020.
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1.2 Evolucdao viral e hospedeiros intermediarios

Os virus podem sofrer mutacdes adaptativas no genoma, com o
SARS-CoV-2 néo é diferente. Essas muta¢des podem conferir ao virus uma
maior patogenicidade e ao mesmo tempo dificultar o processo de pesquisa e
desenvolvimento de drogas e vacinas. Normalmente, as taxas de substituicao
de nucleotideos em virus de RNA sdo rapidas e essa mutagdo é
consequéncia da evolucao natural. Quanto maior é a populacdo de virus,
mais comuns sdo as trocas de nucleotideos, influenciando assim na
transmissibilidade do virus, seu tropismo celular e consequentemente sua
patogenicidade (Giovanetti M et al., 2021).

Os coronavirus podem sofrer menos mutacdes do que a maioria dos
outros virus de RNA, isso se deve ao fato desses virus codificarem uma
enzima que corrige os erros durante a replicacdo. A nspl4 desempenha o
papel de exonuclease 3’-5’ auxiliando tanto na sintese de RNA quanto na
revisdo dele. Assim, se faz necessario distinguir as diferencas entre variante,
cepa e mutacdo. A mutacao se refere a mudancas na sequéncia, como por
exemplo a mutacdo D614G que € a substituicdo do acido aspartico por glicina
na posicao 614 da glicoproteina de pico. A mutacdo D614G na proteina S
aumenta a infectividade do virus comparado com o virus ndo mutante. Ja os
genomas que se diferem na sequéncia sao chamados de variantes, e
variantes sdo cepas que se comportam de uma forma diferente do virus
selvagem (Lauring AS et al., 2021, Kadam SB et al., 2021; V'kovski P et al.,
2021).

Algumas variantes tiveram grande destaque como as que constam na
tabela 1.
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Tabela 1: Variantes emergentes de SARS-CoV-2 de acordo com a Organizacdo

Mundial de Salde

Variantes

Pais em que foi
detectada

Alfa (B.1.1.7)

Beta (B.1.351)

Gama (P.1)

Delta (B.1.617.2)

Omicron (B.1.1.529)

Reino Unido,
setembro de 2020

Africa do Sul,
maio de 2020

Brasil, novembro
de 2020

india, outubro de
2020

Vérios paises,
novembro de 2021

Fonte: Adaptado de Organizacdo Mundial da Saude, 2021.

Um estudo realizado por Guruprasad L., 2021 demonstrou as

mutacdes na proteina S do SARS-CoV-2 através do banco de dados de virus

NCBI. O estudo reuniu as mutacdes na proteina spike nos diferentes

continentes resultados da transmisséo do virus entre humanos desde janeiro

de 2020, conforme a tabela 2.

Tabela 2: Distribuicdo geografica das proteinas spike SARS-CoV-2 humanas e seu nimero

associado de mutacdes

Continente NUmero de NUmero de
proteina spike mutacdes
Africa 103 121
Asia 996 1169
Europa 370 360
América do Norte 8268 7453
Ameérica do Sul 29 26
567 525

Oceania

Fonte: Adaptado de Guruprasad L., 2021.
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Com esse estudo pode-se observar que a proteina S pode sofrer
mutacdes em varios locais e podem existir diferentes mutagdes em um mesmo
local. A mutacdo mais comum € a D614G, que foi encontrada em todos os
continentes. E importante ressaltar que mutacées presentes entre a proteina S
e o receptor ECA2 (RBD) podem afetar o desenvolvimento de vacinas e
medicamentos, porque afetariam a forma e a carga da proteina proximo ao local
de interacdo proteina-receptor. Portanto, estudar as mudancas na forma da
superficie da proteina S devido a mutacdes, principalmente nas regides de
ligacdo do receptor da proteina € de extrema importancia para estudos
referentes ao desenvolvimento de vacinas, medicamentos e anticorpos
(Guruprasad L, 2021).

O SARS-CoV-2 é um novo Betacoronavirus que infecta humanos.
Através da analise filogenética do genoma do SARS-CoV-2 verificou-se que
96,2% € idéntico ao CoV RaTG13 de morcego, e 79,5% comparado ao SARS-
CoV. Portanto, ha suspeita de que o morcego seja 0 reservatorio primario do
virus; a infeccdo do SARS-CoV-2 foi rastreada até o mercado de frutos do mar
em Wuhan, entdo € provavel que o virus foi originado de animais e transmitido a
humanos. H& também evidéncias de que o pangolim seja um hospedeiro
intermediario responsavel pela transmissdo humana do SARS-CoV-2. Os
coronavirus sdo encontrados em passaros e mamiferos, e sabe-se que tanto o
MERS-CoV quanto o SARS-CoV sao virus de origem zoonética advindos de
morcegos. O SARS-CoV em 2002 se espalhou de morcegos para civeta de
palmeira e/ ou humanos, jA o MERS-CoV em 2012 se espalhou de morcegos
para dromedarios e humanos, de acordo com a figura 5 (Harapan H et al., 2020;
Guo YR et al., 2020; Kiros M et al., 2020).

Ha relatos de céo e gato infectados pelo SARS-CoV-2 em Hong Kong, na
China em fevereiro e marco de 2020, em ambos 0s casos 0s tutores também
estavam infectados pelo virus. Através da semelhanca do genoma do SARS-
CoV-2 entre o0 céo e o tutor levaram os pesquisadores a indicar uma potencial
transmissao entre humano-animal. No entanto, apés testes de cultura viral e
sorologia e a auséncia de sintomas no animal indicaram que o cdo nao era

contagioso para o humano ou outros animais (Kiros M et al., 2020).
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Aléem de Hong Kong, Bélgica, Franca, Alemanha, Russia e Estados
Unidos também relataram casos de gatos infectados pelo SARS-CoV-2, assim,
apos estudos experimentais e evidéncias constatou-se que gatos, caes e
hamsters sirios dourados sao suscetiveis ao SARS-CoV-2, sendo os gatos mais
suscetiveis e podem transmitir 0 virus a outros gatos, ja 0s cdes sao menos
suscetiveis ao virus. Os hamsters também podem transmitir o0 virus a outros
hamsters através de aerossois ou por contato direto (Harapan H et al., 2020; Guo
YR et al., 2020; Kiros M et al., 2020).

Tigres e ledes do zooldgico de Bronx em Nova York também testaram
positivo para SARS-CoV-2, em abril de 2020. Pressup8e-se que um funcionario
assintomatico tenha transmitido o virus. Também hé relato de visons infectados
em abril de 2020 na Holanda, supfe-se também que humanos tenham
transmitido o virus aos animais. No entanto, uma pesquisa realizada na Holanda
demonstrou que houve transmissao do SARS-CoV-2 do vison para o humano, a
sequéncia viral encontrada no humano e no vison foi semelhante, o que sugere
gue a transmissao ocorreu de um vison sem manifestacdes aparentes da doenca
para 0 homem que era funcionario de uma fazenda que criava visons.
Dinamarca e Espanha também relataram casos de visons infectados (Harapan
H et al., 2020; Guo YR et al., 2020; Kiros M et al., 2020).
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Figura 5: Origem e transmissdo do SARS-CoV-2. Animais domésticos como céaes e
gatos podem adquirir 0 SARS-CoV-2, sendo 0s humanos a fonte de transmisséo do
virus, mas ainda é desconhecida a transmisséo do virus através de cées e gatos para o
humano. Animais como macacos verdes africanos, hamsters, macacos rhesus,
guaxinim, visons, furdes tigres e ledes também sdo suscetiveis ao SARS-CoV-2.

Fonte: Adaptado de Kiros M, et al., 2020.

1.4 Epidemiologia

Em dezembro de 2019 alguns casos de pneumonia de causa
desconhecida foram relatados em hospitais da cidade de em Wuhan, na
China. Em janeiro o genoma do virus foi sequenciado e tratava-se de um
novo coronavirus que recebeu o nome de SARS-CoV-2 e a doenca foi
intitulada como COVID-19, no mesmo més a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) declarou que a COVID-19 era uma emergéncia de saude publica de
interesse internacional. A doenca rapidamente se espalhou pelo mundo e se
tornou uma pandemia temida em todos os continentes. Em 23 de novembro
de 2021, havia 257.469.528 casos confirmados da doenca e 5.158.211
mortes confirmadas e 7.408.870.760 doses de vacinas administradas,
segundo a OMS (2021).
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A classe de virus coronavirus sdo geneticamente diversos e estao
presentes em varias espécies hospedeiras. Em 2002-2003 um coronavirus
causador de pneumonia atipica surgiu na provincia de Guangdong, na China
e se espalhou por Hong Kong, |4 os pesquisadores isolaram o virus SARS-
CoV, e a doenca foi nomeada como Sindrome Respiratoria Aguda Grave
(SARS). Com as viagens internacionais o virus se espalhou para o resto do
mundo e mais de 8.000 pessoas de 26 paises se infectaram, a taxa de
letalidade desse virus € em torno de 10%. Com estudos posteriores
descobriu-se que a SARS se originou de morcegos e 0 hospedeiro
intermediario que possivelmente transmitiu o virus para o humano foram as
civetas de palmeiras. Outro coronavirus de grande importancia clinica é a
Sindrome Respiratoria do Oriente Médio (MERS), que possui uma taxa de
letalidade ainda maior, mas dificilmente € transmitido para humanos (Wu D
et al., 2020; Sun J et al., 2020).

O SARS-CoV-2 também é um virus de origem zoondtica e pode ser
transmitido de humano para humano através do contato direto ou por
goticulas espalhadas pela fala, tosse ou espirro de individuos infectados.
Todas as idades séo suscetiveis e individuos assintométicos também podem
transmitir a infec¢é@o. O virus pode permanecer viavel nas superficies por dias
em condi¢cdes atmosféricas favoraveis, mas é destruido em menos de um
minuto por desinfetantes comuns como hipoclorito de sodio e peroxido de
hidrogénio (Guo YR et al., 2020; Rothan HA et al., 2020; Singhal T, 2020).

Segundo o Ministério da Saude, o Brasil possui 612.587 o6bitos
confirmados e 22.012.150 casos confirmados em 20 de novembro de 2021.

Na figura 6 sdo mostrados os casos e 0bitos por COVID-19 por estado

no Brasil.
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Figura 6: Casos de COVID-19 por estado de notificacdo e Obitos de COVID-19 por estado
por notificacdo. No mapa do Brasil na cor verde estéo os casos de COVID-19 por estado de
notificagdo, no mapa do Brasil na cor roxa estdo os 6bitos por COVID-19 por estado de
notificacdo. Dados atualizados em 20/11/2021.

Fonte: Secretarias Estaduais de Saude. Brasil, 2020. Disponivel em:https://covid.saude.gov.br/

1.5 Sintomas

Segundo a OMS (2021), 80% das pessoas infectadas pelo SARS-CoV-2
se recuperam da COVID-19 e apenas uma em cada seis pessoas ficam
gravemente doente. Pacientes com COVID-19 podem apresentar sintomas
como, febre, tosse, dispneia, mialgia, dor de cabeca, vomito, diarreia, anosmia e
disgeusia. Esses sintomas se apresentam em pacientes com a doenca leve, em
casos graves podem ocorrer complicacdes cardiovasculares como lesdo
cardiaca que podem causar miocardite, insuficiéncia cardiaca, arritmias,
sindrome coronariana aguda, deterioracao rapida e morte subita. Também pode
ocorrer inflamacao vascular que pode evoluir para microangiopatia difusa com
microtrombose. Sendo assim, pacientes com doencas -cardiovasculares
preexistentes sao considerados do grupo risco, por serem propensos a
desenvolver a COVID-19 grave (Coleman JJ et al., 2020).

Para o Ministério da Saude (2021) o paciente com COVID-19 pode
apresentar uma sindrome gripal que pode evoluir para a sindrome respiratoria
aguda grave (SRAG). Os sintomas considerados graves em adultos e gestantes

séo:
- Dispneia/desconforto respiratdrio OU;

- Presséao persistente no térax OU,;
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- Saturagéo de Oz menor que 95% em ar ambiente OU;
- Coloracédo azulada de labios ou rosto.
Em criangas os sintomas graves séo:

— Taquipneia: 2 70 rpm para menores do que 1 ano; 2 50 rpm para

criancas maiores do que 1 ano;
— Hipoxemia;
— Desconforto respiratorio;
— Alteracéo da consciéncia,
— Desidratacao;
— Dificuldade para se alimentar,;
— Lesdo miocardica;
— Elevacéo de enzimas hepaticas
— Disfuncao da coagulagéo; rabdomidlise;
— Qualquer outra manifestacédo de lesdo em 6rgaos vitais.

Pacientes com COVID-19 grave podem apresentar além de problemas
cardiovasculares, problemas hepaticos, neurolégicos, gastrointestinais, renais e

hematoldgicos (Mokhtari T. et. al, 2020), conforme a figura 7.
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Figura 7: SARS-CoV-2 e a disfuncdo de multiplos 6rgdos. O SARS-CoV-2
infecta as células pulmonares através dos receptores ECA2, posteriormente a
infeccdo gera uma tempestade de citocinas com liberacdo de citocinas pro-
inflamatérias, resultando uma inflamag¢é@o sistémica com dano em mudltiplos
orgéos.

Fonte: Adaptado de Loganathan S, et al., 2021.

1.6 Diagndstico

A COVID-19 é classificada como uma doenca sistémica de emergéncia
de saude publica de importancia internacional, portanto o0s pacientes
diagnosticados com a doenca devem ser notificados imediatamente. Segundo o
Ministério da Saude (2021) é importante que as informacdes dos pacientes
sejam devidamente registradas nos prontudrios para possiveis investigacdes
epidemiologicas, coordenacdo e cuidado além de possibilitar o

acompanhamento do paciente a longo prazo.

Para deteccdo da COVID-19 sao realizados alguns testes laboratoriais,
como o RT-PCR, considerado teste padrdo-ouro para o diagndéstico. Esse teste
detecta 0 RNA do SARS-CoV-2 e pode ser realizado em amostras de swab

nasal, aspirado traqueal ou lavado broncoalveolar. Para esse teste &€ mais



34

comum amostras coletadas das regifes nasofaringeas e orofaringeas, nos trés
primeiros dias apds o inicio dos sintomas. Existem estudos demonstrando que o
SARS-CoV-2 também pode ser detectado em amostras de fezes e urina. E
importante ressaltar que a COVID-19 é uma doenca que pode ser assintomatica,
por isso é importante que o diagnostico seja baseado também na historia clinica
e epidemiolégica do paciente e que possam ser realizados exames
complementares como radiografia e tomografia do torax que podem mostrar
imagens caracteristicas de vidro fosco, bem comum em pacientes

assintomaticos (figura 8) (Pascarella G et al., 2020; Oliveira BA et al., 2020).

Sabe-se também que a COVID-19 pode causar tempestade de citocinas,
gerar alteracfes hematologicas, cardiovasculares e outras, devido a isso faz-se
necessario utilizar testes que néao sejam especificos para deteccéo do virus, mas
para deteccdo das alteracbes causadas por ele. Testes como hemograma,
creatina quinase (CK), troponina, dimero-D, lactato desidrogenase (LDH),
proteina C reativa (PCR), aspartato aminotransferase (AST), ferritina,
protrombina, IL2, IL4, IL6, IL7, IL10, fator de necrose tumoral (TNF), CCL2,
CCL3, CCL5, CXCL10 e outros devem ser levados em consideracdo no
diagndstico (Oliveira BA et al., 2020).

O Ministério da Saude (2021) no documento “Orientagcdes para 0 manejo
de paciente com COVID-19” cita os seguintes exames laboratoriais que sao
considerados relevantes: Hemograma completo, gasometria arterial,
coagulograma (TP, TTPA, fibrinogénio, D-dimero), proteina C-reativa sérica (de
preferéncia ultra sensivel); perfil metabdlico completo (AST, ALT, Gama-GT,
creatinina, ureia, albumina), glicemia, ferritina, desidrogenase latica,
biomarcadores cardiacos (troponina, CK-MB, Pr6-BNP), 25 OH-Vitamina D, ions
(Na/K/Ca/Mg), hemoculturas e culturas de escarro, RT-PCR para SARS-CoV-2,
sorologia ELISA IGM IGG para SARS-Cov-2, teste molecular rapido para

coronavirus.
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Figura 8: Imagens de tomografia computadorizada do pulméo de paciente com COVID-19.
A- Sombras de vidro fosco (estagio inicial). B- Opacidades em vidro fosco. C- Nédulos em vidro
fosco e consolidagdo subpleural. D- Consolidacdo focal. E- Consolidagdo multifocal. F-
Consolidagdo multifocal com favo de mel (estagio final).

Fonte: Pascarella G, et al., 2020.

O Ministério da Saude disponibilizou em seu site orientagBes para o
manejo de pacientes com COVID-19 (“Orientagdes para o manejo de
paciente com COVID-19”). O documento também cita 0s seguintes exames
que poderdo ser utilizados para o diagndstico de COVID-19:

- O RNA do SARS-CoV-2 pode ser detectado através do RT-PCR até o 8°
dia do inicio dos sintomas.

- O teste imunoldgico (sorologia por imunocromatografia, teste rapido para
deteccdo de anticorpo IgM e/ou anticorpo IgG, teste imunoenzimatico -
ELISA IgM, 1gG ou imunoensaio por eletroquimioluminescéncia - ECLIA
IgG), esses testes devem ser realizados ap6s o 8° dia do inicio dos
sintomas, porgue é o tempo que o sistema imunoldgico precisa para
produzir os anticorpos que serao detectados nos testes.

- Tomografia computadorizada de alta resolucdo, pode ser detectados
nesse exame alteracbes como:

e Opacidade em vidro fosco periférico, bilateral, com ou sem

consolidacéo ou linhas intralobulares visiveis.
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e Opacidade em vidro fosco multifocal de morfologia arredondada
com ou sem consolidacao ou linhas intralobulares visiveis.
e Sinal de halo reverso ou outros achados de pneumonia em

organizacao (observados posteriormente na doenca).

Existem algumas condi¢Oes e fatores de risco citados no documento do

bY

Ministério da Saude que podem predispor o paciente com COVID-19 a

complicagbes, séo eles:
« Idade igual ou superior a 60 anos;

* Miocardiopatias de diferentes etiologias (insuficiéncia cardiaca,

miocardiopatia isquémica etc.);
* Hipertenséo;

* Pneumopatias graves ou descompensados (asma moderada/grave,
DPOC);

» Tabagismo;

* Obesidade;

* Imunodepressao;

» Doencas renais crénicas em estagio avancado (graus 3, 4 e 5);

* Diabetes mellitus, conforme juizo clinico;

» Doencas cromossdmicas com estado de fragilidade imunolégica;
* Neoplasia maligna;

» Gestacéo de alto risco.

O documento também esclarece as indicacdes de admissdo em Unidade
de Terapia Intensiva, assim, o paciente que apresentar pelo menos um desses

critérios deve ser admitido na UTI.

 Insuficiéncia respiratéria aguda, com necessidade de ventilagdo

mecéanica invasiva ou
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* Insuficiéncia respiratéria aguda com necessidade de ventilagdo nao
invasiva (principalmente quando houver necessidade de FiO2 > 50%, ou IPAP >
10cmH2 O ou EPAP > 10cmH20 para manter SpO2 > 94% e/ou FR < 24 rpm).

« PaCO2 =2 50mmHg e pH =< 7,35. Pacientes com instabilidade
hemodinamica ou choque, definidos como hipotenséo arterial (PAS < 90mmHg
ou PAM < 65mmHg).

1.7 Vacina

Atualmente no Brasil estdo disponiveis para a populacdo quatro vacinas
para a COVID-19, a ChAdOx1 nCoV-19 desenvolvida pela Astrazeneca/
Universidade de Oxford e no Brasil fabricada pela Fiocruz; a Coronavac
desenvolvida pela Sinovac e no Brasil fabricada pelo Butantan; a Cominarty
desenvolvida pela BioNTech/Pfizer e a da Janssen, desenvolvida pela Janssen
Vaccines & Prevention B.V (ANVISA, 2021).

A vacina ChAdOx1 nCoV-19 foi desenvolvida na Universidade de Oxford,
onde foi utilizado um vetor adenoviral de chimpanzé incapaz de se replicar no
organismo humano, contendo o gene do antigeno da proteina S (Voysey M et
al., 2021). No Brasil, essa vacina € fabricada através de transferéncia de
tecnologia pela Bio- Manguinhos/Fiocruz e aplicada em duas doses com
intervalo de 3 meses entre a primeira e segunda dose (ANVISA, 2021). Em
novembro de 2021 o Ministério da Saude recomendou uma dose de reforco
guatro meses apos a segunda dose, a vacina a ser aplicada no reforco deve ser

a Pfizer, na falta desta vacina pode ser aplicada da Astrazeneca ou Janssen.

A Coronavac é uma vacina inativada do SARS-CoV-2 desenvolvida pela
Sinovac, China. O virus é cultivado e multiplicado em uma cultura de células e
depois inativado por meio de calor ou produto quimico (Wu Z et al., 2021). No
Brasil, essa vacina é fabricada atraves de transferéncia tecnologia pelo Butantan
e aplicada em duas doses com intervalo de 14 e 28 dias entre a primeira e
segunda dose (ANVISA, 2021). Em novembro de 2021 o Ministério da Saude

recomendou uma dose de refor¢co quatro meses apos a segunda dose, a vacina
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a ser aplicada no reforco deve ser a Pfizer, na falta desta vacina pode ser

aplicada da Astrazeneca ou Janssen.

A vacina de mRNA desenvolvida pela BioNTech e Pfizer ndo se integra
ao genoma do hospedeiro, assim ndo causa genotoxicidade. A vacina composta
€ produzida usando transcricdo in vitro sem célula a partir de modelos de DNA
correspondentes, codificando a proteina S do SARS-CoV-2 (Park KS et. al.,
2020). A vacina também é administrada em duas doses com intervalo de 21 dias
entre as doses (ANVISA, 2021). Em novembro de 2021 o Ministério da Saude
recomendou uma dose de refor¢co quatro meses apos a segunda dose, a vacina
a ser aplicada no reforco deve ser a Pfizer, na falta desta vacina pode ser

aplicada da Astrazeneca ou Janssen.

A vacina Janssen COVID-19 é fabricada utilizando um tipo de adenovirus
(Ad26) humano recombinante, que nao se replica e é capaz de codificar a
proteina S do SARS-CoV-2 (ANVISA, 2021). A vacina é aplicada em uma Unica
dose (ANVISA, 2021). O Ministério da Saude, 2021 recomendou uma segunda
dose da vacina da Janssen oito semanas apos a primeira dose, além da segunda
dose, também devera ser aplicada uma dose reforco apds quatro meses da
segunda dose com a vacina da Pfizer, na falta desta vacina pode ser aplicada

da Astrazeneca ou Janssen.

A ANVISA concedeu o registro definitivo a vacina Cominarty desenvolvida
pela BioNTech/Pfizer, foi a primeira vacina a obter o registro definitivo no Brasil.
As vacinas Coronavac, Astrazeneca e Janssen foram aprovadas pela ANVISA
para uso emergencial (ANVISA, 2021).

Outras vacinas ainda estdo sendo testadas, algumas em estagios mais
avancados e outras em desenvolvimento. A proteina S do SARS-CoV-2 é mais
utilizada para o desenvolvimento de vacinas que podem ser de virus vivo
atenuado, virus inativado, subunidade de proteina (proteina S), particulas
semelhantes ao virus, vetor viral, DNA, RNA, nanoparticulas e outros (Kaur SP
et al., 2020).

Apesar da rapidez para encontrar uma vacina eficaz é importante ressaltar
gue mesmo com 315.214.862 doses aplicadas, 159.609.213 pessoas vacinadas

com a primeira dose e 139.436.680 pessoas vacinas com a segunda dose,



39

15.469.019 pessoas vacinadas com a dose reforco segundo o Ministério da
Saude (2021), dados acessados em 09/12/2021 a prevencgdo ainda continua
sendo o isolamento social, a lavagem correta das méos e a utilizacdo de

mascaras faciais.

1.8 Tratamento

Ainda n&o existem medicamentos antivirais especificos para a COVID-19.
O tratamento oferecido ao paciente inclui cuidados de suporte, como,
oxigenacao, manejo de fluidos e ventilacao. Alguns medicamentos séo utilizados
em combinacdo, como por exemplo corticosteroides de baixa dosagem,
antivirais e antibiéticos (Cunningham AC et al., 2020).

Um dos medicamentos usados para o tratamento € o Remdesivir, que nos
testes in vitro mostrou-se eficaz contra o SARS-CoV-2, no entanto, ndo €
recomendado para pacientes com doencas renais ou hepaticas. Esse
medicamento é recomendado pelo National Institutes of Health (NIH) para casos

graves de COVID-19, a OMS néo aprova sua utilizacao (Song Y et al., 2020).

Alguns medicamentos foram testados e sua eficacia nao foram
comprovadas, um exemplo € a cloroquina e a hidroxicloroquina, que podem ser

toxicos e fatais se utilizados em altas doses (Song Y et al., 2020).

1.9 Aspectos clinicos e laboratoriais

A pandemia causada pelo SARS-CoV-2 teve impacto direto nos
laboratorios clinicos. A coleta correta de amostras para realizacdo do teste de
RT-PCR é de extrema importancia para um resultado correto. Além desse teste
padrdo ouro para deteccédo do virus outros testes podem ser complementares,
principalmente quando o paciente € diagnosticado com COVID-19 (Tang YW et
al., 2020).

Pacientes com COVID-19 podem ter o virus se replicando em outros

orgaos além do pulmao, como o intestino, por exemplo. Por isso é importante
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gue sejam realizados outros testes, como o de swab anal, porque os pacientes
podem ter o virus presente nos intestinos no estagio inicial ou final da doenca. O
teste de swab nasofaringeo pode negativar, enquanto o paciente ainda pode
estar liberando virus por via feco-oral-fecal, assim é interessante que sejam
realizados testes diferentes do swab oral e também é de extrema importancia
que se realize testes sorolégicos para avaliar anticorpos IgM e IgG viral (Zhang
W et al., 2020).

Embora no Brasil, o teste de swab anal ndo faca parte do protocolo de
manejo clinico do paciente e ndo se aplica a rotina clinica, € um teste que pode
auxiliar no diagnostico, conforme o estudo desenvolvido por Zhang W et al.,
2020.

Alguns testes relacionados ao sistema vascular se fazem necessarios em
pacientes infectados com o0 SARS-CoV-2, porgue é sabido que a doenca pode
causar danos hemorragicos e tromboembdlicos. Assim é comum notar nos
exames um aumento dos marcadores laboratoriais, isso se da devido ao virus
causar uma inflamacdo capaz de ativar a cascata de coagulacdo, através do
fator tecidual que gera uma producdo de interleucinas e ativacdo plaquetaria
mediada por endotoxinas e fator de necrose tumoral. Uma grande quantidade de
plaguetas invade o espaco endotelial causando trombos e complicando o estado
de saude do paciente, portanto € importante que se realizem testes como
proteina C reativa, antitrombina, inibidores da via de fator tecidual, dimero D e

outros (Robba C et.al., 2021).

Além do dano vascular, os antigenos do SARS-CoV-2 apresentados a
células T através das células apresentadoras de antigenos ativam as células T
para que liberem citocinas para combater a infeccéo pelo virus, a amplificacdo
da liberacdo de citocinas provoca a tempestade de citocinas. As células da
imunidade inata produzem espécies reativas de oxigénio e nitrogénio para
destruir o agente viral durante o processo inflamatorio, no entanto esse processo
pode gerar danos ao DNA durante a infeccao viral. A tempestade de citocinas, o
estresse oxidativo e a desregulacao do sistema imunolégico pode ser prejudicial
ao paciente com COVID-19 causando uma disfungcéo de multiplos érgéos, como
apresentado na figura 9 (Loganathan S. et al.,2021).
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A lesdo renal aguda também é descrita em pacientes infectados pelo
SARS-CoV-2, os rins podem ser afetados por maneira multifatorial, podendo
atingir as células renais de forma direta devido a via da ECA2, que pode levar a
necrose tubular aguda, glomerulopatia colapsante e extravasamento de
proteinas da capsula de Bowman. A tempestade de citocinas causada pelo
SARS-CoV-2, a diminuicdo de linfécitos e a ativagdo de macrofagos também
podem ser causas de lesdo aguda renal. Além disso uma diminui¢céo do oxigénio
nas células renais podem causar lesdo isquémica. Assim € importante a

avaliacdo dos biomarcadores de funcdo renal como creatinina e ureia.

(Ahmadian E, et al.,2021).

Disfungédo endotelial
(Receptor ECA 2)
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Figura 9: COVID-19 e a inflamacdo sistémica. O SARS-CoV-2 infecta a célula
endotelial, desregula o sistema imunolégico gerando uma tempestade de citocinas,
estresse oxidativo e pro-inflamacgéo, posteriormente a inflamacéo sistémica e toxicidade

acarreta em disfuncéo de multiplos 6rgéos.

Fonte: Adaptado de Loganathan S et al., 2021.
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2 Justificativa

A COVID-19 é uma doenca que vem gerando impactos nos sistemas de
saude em escala global, mas além das repercussfes na salde, a doenga causa
problemas sociais, econémicos, culturais e politicos. A COVID-19 impactou e
ainda impacta hospitais publicos e privados, a doenca respiratéria aguda é
considerada por pesquisadores como uma doenca sistémica, que atinge todas
as idades.

Ainda ndo existe parametros capazes de predizer o desfecho clinico dos
pacientes com COVID-19, ou seja ndo existe nenhum parametro hematolégico
ou bioquimico que pode predizer se o individuo vai evoluir para 6bito ou alta.
Entdo, se torna importante 0 acompanhamento temporal desses parametros
hematolégicos e bioquimicos e também avaliar a sua associacdo com a
morbidade por COVID-19.

Neste contexto, este estudo propde-se a analisar o0s aspectos
laboratoriais e clinicos dos pacientes internados por COVID-19 no Hospital
Risoleta Tolentino Neves, em Belo Horizonte — Minas Gerais (Hospital Risoleta),
a fim de contribuir para a identificacdo de quais os aspectos clinicos e
laboratoriais se alteram quando o individuo € acometido pela COVID-19. Outra
importante vertente deste estudo € a criacdo de biorrepositério com amostras de
pacientes admitidos no Hospital Risoleta para futuros estudos sobre a COVID-
19.
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3 Objetivo Geral

Avaliar parametros clinicos e laboratoriais de pacientes com diagnéstico
COVID-19 do Hospital Risoleta Tolentino Neves.

3.1 Objetivos Especificos

1- Criar um biorrepositério com amostras de sangue sem anticoagulante
(soro), sangue com anticoagulante (EDTA) e aspirado traqueal de pacientes

admitidos no Hospital Risoleta Tolentino Neves, em Belo Horizonte.

2- Analisar os dados demograficos dos pacientes com COVID-19 grave,
internados no CTI do Hospital Risoleta Tolentino Neves, como: sexo, idade e

desfecho clinico (6bito versus alta);

3- Analisar o desempenho dos dados laboratoriais hematologicos de

pacientes com COVID-19 em predizer o desfecho clinico;

4- Analisar o desempenho dos dados laboratoriais bioguimicos de

pacientes com COVID-19 em predizer o desfecho clinico;
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4 Materiais e métodos

4.1 Local de estudo

O HRTN atende mais de 50 mil pacientes por ano, € uma unidade de
referéncia para casos de urgéncias clinicas e cirdrgicas com risco de morte e
vitimas de politraumatismo. O hospital esta localizado na regido norte de Belo
Horizonte e através de um convénio firmado em 2006 com a Secretaria Estadual
de Saude, a Fundep e a FHEMIG, a UFMG assumiu a gestdo. Assim, o HRTN é
mais um polo educacional na &rea de saude unindo a producao de conhecimento
ao SUS.

Em 2020, o HRTN foi aberto para receber pacientes com COVID-19
realizando mais de oito mil atendimentos e cerca de 900 internagdes. O presente
estudo foi desenvolvido no CTI do HRTN, classificado como hospital de ensino
publico de grande porte, filantrépico, e sem fins lucrativos de aproximadamente

315 leitos comuns e 27 leitos de CTI.

O HRTN é o resultado de um amplo e continuo processo de discusséo e
negociacao junto aos gestores do governo de Minas Gerais e Prefeitura de Belo
Horizonte com a Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) /Fundacéo de
Desenvolvimento da Pesquisa (FUNDEP). Além disso, o hospital € uma
importante unidade de referéncia para o atendimento do trauma, dos pacientes
clinicos e com doencas vasculares de média e alta complexidade e de
parturientes de risco habitual no eixo norte de Belo Horizonte e municipios

vizinhos.

O CTI do HRTN se localiza no 2° andar, ala oeste e € destinado ao
atendimento de pacientes criticamente enfermos. Caracteriza-se por ser uma
unidade provida de recursos humanos especializados e aparatos tecnolégicos
de ultima geracdo, mantendo acesso a tecnologia invasiva avancada destinada
ao diagnéstico e terapéutica, ato que o capacita a atender pacientes clinicos e
cirirgicos (urgéncia e eletiva). Seus pacientes sdo provenientes do Pronto

Atendimento e das unidades de internacdo do HRTN.
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Os dados dos 81 pacientes utilizados nesse estudo foram amostra de
conveniéncia, 0s parametros hematolégicos e bioquimicos, os dados
demograficos e epidemiolégicos foram disponibilizados pelo HRTN coletados no
periodo de maio de 2020 e marco de 2021. Como critério de incluséo, utilizamos
pacientes que eram admitidos no CTI e que tinhamos dados dos parametros
hematoldgicos e bioquimicos, referentes aos trés tempos, ou seja, os individuos
tinham exames laboratoriais nos tempos 1 (0 a 6 dias de internagéo), tempo 2 (7
a 13 dias de internacdo) e tempo 3 (<14 dias de internacdo) exceto para

individuos que evoluiram para 0bito no tempo 1 ou 2.

Individuos que estavam internados com COVID-19 na enfermaria do
HRTN, ou individuos que estavam no CTI, mas nao tinham o teste de RT-PCR
positivo. Pacientes que tinham coletas em dois tempos, mas foram transferidos
para outro hospital e pacientes que estavam internados no CTI, mas que tinham
apenas uma coleta quando esse estudo estava sendo realizado foram excluidos

do estudo.

4.2 Amostras clinicas e dados dos pacientes

Para a descricdo das amostras do estudo longitudinal dos pacientes com
COVID-19 grave, foram utilizados os dados demograficos e laboratoriais
disponibilizados pelo Hospital Risoleta Neves. Uma planilha foi construida no
Excel com os dados dos 81 pacientes com COVID-19 admitidos no CTI.

A descricdo dos testes de RT-PCR das amostras de secrec¢do respiratoria
(regido nasofaringea e/ou aspirados dos pacientes internados no CTI do Hospital
Risoleta Neves) foi realizada através dos resultados disponibilizados pelo
hospital. Os parametros laboratoriais analisados foram descritos em diferentes
tempos, sendo tempo 1 (0 a 6 dias de internagéo), tempo 2 (7 a 13 dias de
internacéo) e tempo 3 (>14 dias de internacéo).

Assim, nosso estudo nao realizou nenhum ensaio com as amostras
disponibilizadas, todos 0s nossos resultados s&do baseados em dados
demograficos e laboratoriais que foram levantados, realizados e disponibilizados
pelo HRTN.
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Os dados hematoldgicos, bioquimicos analisados e seus respectivos

valores de referéncia de acordo com o HRTN estdo na tabela 3.

Tabela 3: Parametros hematoldgicos, bioquimicos analisados no estudo e seus respectivos

valores de referéncias.

Parametros hematolégicos Valores de Parametros Valores de
referéncias bioquimicos referéncias
Hemacias 3,8a5,8 Potassio 3.40a 4.50
milhdes/uL mmol/L
Hemoglobina 12,0 a 16,0 g/dL Sadio 136 a 146 mmol/L
Hematécrito 36 a 46% Célcio 4.4 a 5.4 mmol/L
VCM 80 a 100 fL Cloro 98 a 106 mmol/L
Global 4,0 a 11,0 x 10%/uL Glicemia 70 a 105 mg/dL
Linfécitos 1,02 3,5 x 103/uL Lactato Menor que 1.3
mmol/L
Neutroéfilos 2,0a7,0x10%uL Creatinina Homens : de 0.66
a 1.25 mg/dL
Mulheres: de 0.52
a 1.04 mg/dL
Relagdo Neutrdfilo / Linfocito 5 Ureia 15 a 40 mg/dL

Mulheres: de 15 a

36 mg/dL
Eosindfilos 0,1a0,5x 103/uL
Basofilos 0,0 a 0,2 x 103/uL
Monécitos 0,2a1,0 x10%uL
Plaguetas 150 a 450 x 103%/uL

Fonte: HRTN, 2021.

Além desses parametros a idade, 0 sexo e a evolucao clinica do paciente
(alta x Obito) foram analisadas. Importante ressaltar que esse estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica (CAAE: 45086721.1.0000.5149 - n° do parecer
4.751.423) e por utilizar dados secundarios dispensa o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido.
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4.3 Teste molecular para detec¢cdo do SARS-CoV-2 por meio de RT-
PCR

O teste de RT-PCR dos pacientes internados no Hospital Risoleta
Tolentino Neves (HRTN) é realizado pela Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED).
Esse teste pode ser realizado tanto em secrecdo respiratéria (regido
nasofaringea) quanto no aspirado traqueal, sendo assim, as amostras sao
coletadas no HRTN e enviadas para a FUNED para realizacéo do teste de RT-

PCR, conforme protocolo da Instituicao.

O objetivo do teste RT-PCR € identificar a presenca do material genético
do SARS-CoV-2 na amostra do paciente, entdo deve ser coletado amostra da
secrecdo respiratéria (regido nasofaringea) do paciente através de um swab e
colocado em meio de transporte viral ou, caso o paciente esteja intubado, pode-
se coletar o aspirado traqueal. As amostras devem ser acondicionadas em uma

temperatura de 2 a 8°C.

Na FUNED essas amostras passam pela etapa de fase analitica onde é
realizada a extracdo do material genético e depois o material extraido é colocado
em uma placa que contém reagentes especificos para detec¢do do SARS-CoV-
2. A placa é colocada em um termociclador para realizar a alteracéo ciclica e
repetida da temperatura, se houver a presenca do material genético do virus,

neste caso 0 RNA, ele sera amplificado até ser detectado por fluorimetria.

O resultado dos testes é encaminhado para o HRTN, para que o paciente

possa ser corretamente diagnosticado e tratado.

4.4 Anédlise estatistica

Para a andlise estatistica dos dados foi utilizado o software
GraphPadPrism 8.0 (GraphPad Software Inc.) para comparagéo entre 0s grupos.
Para a analise comparativa entre os grupos foi empregado o teste de Analise de
Variancia (ANOVA), seguido pelo pés-teste de Tukey para dados paramétricos
e o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pos-teste de Dunn para dados néo

paramétricos. Para a analise comparativa entre dois grupos foi empregado o
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teste T de Student para dados paramétricos e o teste de Mann-Whitney para
dados ndo paramétricos. Curvas Receiver Operating-Characteristics ou curvas
ROC foram construidas para a avaliacdo de desempenho e acuracia de cada
parametro avaliado, sendo que valores menor que 0,70 apresentam um baixo
desempenho, valores maior ou igual a 0,70 apresentam um desempenho
moderado e maior ou igual a 0,90 apresentam um desempenho alto. Para as
andlises, os resultados dos pacientes foram avaliados de acordo com fatores
clinico-laboratoriais. Em todos os casos, as diferencas estatisticamente

significativas foram consideradas quando o valor de p for menor que 0,05.
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5 Resultados

5.1 Andlise dos dados demogréficos, clinicos e epidemioldgicos dos
pacientes com COVID-19 grave do Hospital Risoleta Tolentino Neves

Como primeira variavel, o desfecho clinico dos pacientes foi analisado
conforme demonstrado na figura 10. De maneira preocupante, os resultados
indicaram uma alta mortalidade dos pacientes com COVID-19 internados no
HRTN, uma vez que 32% (29) receberam alta e 57% (52) foram a 6bito. Do total,
10% (9) foram transferidos para outros hospitais e 1% (1) permanecia internado

até o momento da analise de dados.

Desfecho clinico pacientes COVID-19

= Alta

\ ® [nternagao

1% m Obito
Transferéncia

Figura 10: Desfecho clinico dos pacientes com COVID-19 internados no Hospital
Risoleta Tolentino Neves. Graficos de pizza demonstram as proporc¢des de cada
grupo. Os percentuais estdo apresentados no grafico. Legenda apresenta as cores e
definicdes de cada grupo (vermelho escuro — @bito; azul — alta; amarelo — transferéncia;
verde— internacao).

Fonte: Propria autora
Os pacientes que foram transferidos e que ainda estavam internados nao

tiveram o0s exames laboratoriais analisados, portanto foram avaliados os

parametros hematoldgicos e bioguimicos de no maximo 81 pacientes.
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Figura 11: Analise de género dos pacientes com COVID-19 internados no Hospital
Risoleta Tolentino Neves. Gréaficos de pizza demonstram as propor¢des de cada grupo,
incluindo a populacéo total (grafico da esquerda) e alta versus 6Obito (graficos da direita).
Os percentuais estdo apresentados no grafico. Legenda apresenta as cores e definicdes
de cada grupo (verde claro — masculino; azul claro — feminino).

Fonte: Propria autora

Uma segunda variavel avaliada foi o género e confirmando dados da
literatura em COVID-19, houve uma predominancia masculina em nossa
populacao de estudo, sendo 66,7 % (54) homens e 33,3% (27) mulheres (figura
12). Os resultados indicaram que 40,7% (11/27) das mulheres receberam alta
hospitalar enquanto 59,3% (16/27) foram a 6bito conforme a figura 11, em
relacdo aos homens 33,3% (18/54) receberam alta hospitalar e 66,6% (36/54)

foram a obito.
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Figura 12: Analise de faixa etaria dos pacientes com COVID-19 internados no Hospital
Risoleta Tolentino Neves. Gréficos de linha demonstram as propor¢des de cada grupo de
desfecho clinico. Graficos inferiores representam histogramas de acordo com a faixa etaria.
As cores e definicbes de cada grupo sao: vermelho — 6bito; amarelo — alta).

Fonte: Propria autora
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Como terceira varidvel, avaliamos a idade dos pacientes. Os pacientes
COVID-19 de nossa amostragem apresentavam faixa etaria entre 24-91 anos
conforme demostrado na figura 12. A faixa etaria do grupo de alta foi 24-87 anos

e de 6bito foi 40-91 anos.
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5.3 Andlise dos dados laboratoriais hematolégicos dos pacientes

com COVID-19 grave do Hospital Risoleta Tolentino Neves

Em seguida, avaliamos os dados laboratoriais dos pacientes com COVID-
19 grave do Hospital Risoleta Tolentino Neves internados no centro de terapia
intensiva. As analises de hemograma dos pacientes com COVID-19 grave foram
feitas em 3 coletas (3 tempos), sendo a primeira entre 0 a 6 dias, a segunda
entre 7 a 13 dias e a terceira mais de 14 dias de internacdo. A avaliacéo
longitudinal permitiu uma melhor visualizacdo dos parametros hematimétricos

obtidos no hemograma, como demonstrado na figura 13.

A analise dos resultados da figura 13 demonstra que a contagem absoluta
de hemacias foi diferente no tempo 1 em relacdo ao tempo 3 (Figura 13A).
Adicionalmente, analise cinética da contagem de heméacias foi diferente entre os
grupos alta e 6bito. Foi observada diferenca estatisticamente significativa dos
valores de T1 vs T3 apenas no grupo de pacientes com 6bito (Figura 13B). A
contagem de hemacias foi capaz de distinguir individuos que evoluiram para alta
ou Obito com acuracia baixa em todos os trés tempos. Assim, apesar de
diferengas estatisticas significativas terem sido observadas no T3, os resultados
de desempenho de hemacias como biomarcador de desfecho clinico neste

tempo (AUC=0,63), nesse estudo ndo demonstraram resultados elevados.
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Figura 13: Analise longitudinal de hemacias de pacientes com COVID-19 com
desfecho de alta e 6bito. Andlise longitudinal de hemacias de pacientes com COVID-19
com desfecho de alta (n=26; circulo amarela) e 6bito (n=48; circulo vermelho). Os
resultados de contagem absoluta de hemacias foram expressos em milhdes /uL conforme
obtido do hemograma de cada paciente. A- Graficos de dispersdo com linha de todos os
pacientes COVID-19 em acompanhamento (n=74) nas coletas nos tempos 1 (0 a 6 dias),
2 (7 a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias). B- Graficos de dispersdo com valores individuais
de hemacias de pacientes com COVID-19 nas coletas nos tempos 1 (0 a 6 dias), 2 (7 a 13
dias) e 3 (maior que 14 dias) com desfecho de alta (n=26; circulo amarela) e 6bito (n=48;
circulo vermelho). C- Comparacéo alta versus 6bito de cada um dos tempos avaliados. D
— Andlises de curva ROC demonstrando o desempenho da contagem de hemacias em
cada tempo do estudo. Ponto de corte 5,8 milhdes / pL. A Area Sob a Curva (AUC) no
gréfico representa a acuracia do parametro hematolégico em distinguir alta e ébito. Valores
de p<0.05 foram considerados significativos e estédo expressos por * ou barras conectoras.

Valores entre parénteses na AUC correspondem ao intervalo de confianca de 95%
(IC95%).

Fonte: Propria autora
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Figura 14: Analise longitudinal de hemoglobina de pacientes com COVID-19 com
desfecho de alta e 6bito. Analise longitudinal de hemoglobina de pacientes com
COVID-19 com desfecho de alta (n=27; circulo amarela) e 6hito (n=48; circulo vermelho).
Os resultados de contagem absoluta de hemoglobina foram expressos em g/dL conforme
obtido do hemograma de cada paciente. A- Graficos de dispersdo com linha de todos os
pacientes COVID-19 em acompanhamento (n=75) nas coletas nos tempos 1 (0 a 6 dias),
2 (7 a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias). B- Gréficos de dispersdo com valores individuais
de hemoglobina de pacientes com COVID-19 nas coletas nos tempos 1 (0 a 6 dias), 2 (7
a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias) com desfecho de alta (n=27; circulo amarela) e 6bito
(n=48; circulo vermelho). C- Comparacédo alta versus 6bito de cada um dos tempos
avaliados. D — Anadlises de curva ROC demonstrando o desempenho da contagem de
hemoglobina em cada tempo do estudo. Ponto de corte 16 g/dL. A Area Sob a Curva
(AUC) no gréfico representa a acurdcia do parametro hematolégico em distinguir alta e
oObito. Valores de p<0.05 foram considerados significativos e estdo expressos por * ou
barras conectoras. Valores entre parénteses na AUC correspondem ao intervalo de
confianca de 95% (1C95%).

Fonte: Propria autora
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Assim como analise dos resultados para contagem absoluta de hemacias,
os resultados da avaliagdo de hemoglobina dos pacientes com COVID-19 grave
demonstram uma diferenca estatistica significativa dos niveis deste parametro
no tempo 1 em relacdo ao tempo 3 (Figura 14A). A analise dos resultados da
figura 14 demonstrou que a hemoglobina néo foi capaz de distinguir individuos
que evoluiram para alta versus 6bito (Figura 14B). N&o foi observada diferenca
estatisticamente significativa dos valores dos grupos de pacientes com o6bito e
alta em nenhum dos trés tempos (Figura 14C). Os resultados de desempenho
de hemoglobina como biomarcador de desfecho clinico nesse estudo ndo se

mostraram significativos (Figura 14D).
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Figura 15: Andlise longitudinal de hematocrito de pacientes com COVID-19 com
desfecho de alta e 6bito. Andlise longitudinal de hematécrito de pacientes com COVID-
19 com desfecho de alta (n=26; circulo amarela) e ébito (n=48; circulo vermelho). Os
resultados de contagem absoluta de hemoglobina foram expressos em % conforme
obtido do hemograma de cada paciente. A- Gréficos de dispersdo com linha de todos os
pacientes COVID-19 em acompanhamento (n=74) nas coletas nos tempos 1 (0 a 6 dias),
2 (7 a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias). B- Graficos de dispersdo com valores individuais
de hematécrito de pacientes com COVID-19 nas coletas nos tempos 1 (0 a 6 dias), 2 (7
a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias) com desfecho de alta (n=26; circulo amarela) e 6bito
(n=48; circulo vermelho). C- Comparagédo alta versus 0bito de cada um dos tempos
avaliados. D — Analises de curva ROC demonstrando o desempenho da contagem de
hematdcrito em cada tempo do estudo. Ponto de corte 46%. A Area Sob a Curva (AUC)
no gréfico representa a acuracia do parametro hematol6gico em distinguir alta e ébito.
Valores de p<0.05 foram considerados significativos e estao expressos por * ou barras

conectoras. Valores entre parénteses na AUC correspondem ao intervalo de confianca
de 95% (IC95%).

Fonte: Propria autora
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A analise dos resultados da figura 15 demonstra que a contagem absoluta
de hematdcrito ndo foi capaz de distinguir individuos que evoluiram para alta
versus oObito (Figura 15A). Nao foi observada diferenca estatisticamente
significativa dos valores dos grupo de pacientes com 6bito e alta (Figura 15B e
C). Os resultados de desempenho de hematocrito como biomarcador de

desfecho clinico nesse estudo ndo se mostraram significativos (Figura 15D).
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Figura 16: Analise longitudinal de volume corpuscular médio (VCM) de pacientes
com COVID-19 com desfecho de alta e 6bito. Andlise longitudinal de volume
corpuscular médio (VCM) de pacientes com COVID-19 com desfecho de alta (n=26;
circulo amarela) e o6bito (n=48; circulo vermelho). Os resultados de contagem absoluta
de VCM foram expressos em fL conforme obtido do hemograma de cada paciente. A-
Gréficos de dispersdo com linha de todos os pacientes COVID-19 em acompanhamento
(n=74) nas coletas nos tempos 1 (0 a 6 dias), 2 (7 a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias). B-
Gréficos de dispersdo com valores individuais de VCM de pacientes com COVID-19 nas
coletas nos tempos 1 (0 a 6 dias), 2 (7 a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias) com desfecho
de alta (n=26; circulo amarela) e o6bito (n=48; circulo vermelho). C- Comparacao alta
versus Obito de cada um dos tempos avaliados. D — Andlises de curva ROC
demonstrando o desempenho da contagem do VCM em cada tempo do estudo. Ponto
de corte 100 fL. A Area Sob a Curva (AUC) no grafico representa a acuracia do
parametro hematolégico em distinguir alta e 6bito. Valores de p<0.05 foram considerados
significativos e estao expressos por * ou barras conectoras. Valores entre parénteses na
AUC correspondem ao intervalo de confianca de 95% (1C95%).

Fonte: Propria autora
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A analise dos resultados da figura 16 do Volume Corpuscular Médio
(VCM) estd em acordo com os resultados das hemécias e revelou que houve
diferenca significativa deste parametro hematimétrico no T1 em relacédo ao T3
(Figura 16A).

Adicionalmente, analise cinética do VCM foi diferente entre os grupos alta
e Obito. Foi observada diferenca estatisticamente significativa dos valores de T1
vs T3 apenas no grupo de pacientes com obito (Figura 16B). O VCM foi capaz
de distinguir individuos que evoluiram para alta ou 6bito com acuréacia baixa em
todos os trés tempos. Assim, apesar de diferencas estatisticas significativas
terem sido observadas no T3, os resultados de desempenho de VCM como
biomarcador de desfecho clinico neste tempo (AUC=0,68) nesse estudo ndo
demonstraram resultados elevados de acurécia, mesmo que o valor de p tenha
sido significativo (p<0.05).
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Figura 17: Analise longitudinal da global de pacientes com COVID-19 com
desfecho de alta e 6bito. Analise longitudinal da global de pacientes com COVID-19
com desfecho de alta (n=27; circulo amarela) e 6bito (n=48; circulo vermelho). Os
resultado de contagem absoluta da global foram expressos em numeros de células
x103%/uL conforme obtido do hemograma de cada paciente. A- Graficos de dispersdo com
linha de todos os pacientes COVID-19 em acompanhamento (n=75) nas coletas nos
tempos 1 (0 a 4 dias), 2 (5 a 11 dias) e 3 (maior que 12 dias). B- Graficos de disperséo
com valores individuais de global de pacientes com COVID-19 nas coletas nos tempos
1 (0 a6 dias), 2 (7 a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias) com desfecho de alta (n=27; circulo
amarela) e 6bito (n=48; circulo vermelho). C- Comparacao alta versus 6bito de cada um
dos tempos avaliados. D — Andlises de curva ROC demonstrando o desempenho da
contagem da global em cada tempo do estudo. Ponto de corte 11,0 x 10%/uL. A Area Sob
a Curva (AUC) no gréfico representa a acuracia do parametro hematoldgico em distinguir
alta e 6bito. Valores de p<0.05 foram considerados significativos e estdo expressos por
* ou barras conectoras. Valores entre parénteses na AUC correspondem ao intervalo de
confianca de 95% (1C95%).

Fonte: Propria autora
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Os resultados da figura 17 demostram que houve diferenca estatistica
significativa da global no T1 em relacdo ao T3 (Figura 17A). Assim como descrito
na literatura, pacientes com COVID-19 grave tendem a ter um aumento
significativo da global como demonstra a figura 17B em que ha diferenca
estatistica nos individuos que evoluiram para Obito. Também ha diferenca
estatistica no T2 e T3 de alta x 6bito (Figura 17C), assim os resultados de
desempenho da global como biomarcador de desfecho clinico indicam que esta
contagem tem acuracia moderada, especialmente no terceiro tempo de coleta
dos pacientes (AUC= 0,78).
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Figura 18: Analise longitudinal da linfécitos de pacientes com COVID-19 com
desfecho de alta e 6bito. Andlise longitudinal da linfocitos de pacientes com COVID-19
com desfecho de alta (n=27; circulo amarela) e 6bito (n=48; circulo vermelho). Os
resultados de contagem absoluta de linfécitos foram expressos em nimeros de células
x10%/uL conforme obtido do hemograma de cada paciente. A- Graficos de dispersdo com
linha de todos os pacientes COVID-19 em acompanhamento (n=75) nas coletas nos
tempos 1 (0 a 6 dias), 2 (7 a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias). B- Gréficos de dispersdo
com valores individuais de linfocitos de pacientes com COVID-19 nas coletas nos tempos
1 (0 a6 dias), 2 (7 a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias) com desfecho de alta (n=27; circulo
amarela) e 6bito (n=48; circulo vermelho). C- Comparacéo alta versus 6bito de cada um
dos tempos avaliados. D — Analises de curva ROC demonstrando o desempenho da
contagem de linfocitos em cada tempo do estudo. Ponto de corte 3,5 x 10%uL. A Area
Sob a Curva (AUC) no grafico representa a acuracia do parametro hematolégico em
distinguir alta e 6bito. Valores de p<0.05 foram considerados significativos e estdo
expressos por * ou barras conectoras. Valores entre parénteses na AUC correspondem
ao intervalo de confianca de 95% (IC95%).

Fonte: Propria autora
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A analise dos resultados da figura 18 demonstra que a contagem absoluta
dos linfocitos foi capaz de distinguir individuos que evoluiram para alta versus
Obito (Figura 18A). Também h& diferenca estatistica nos individuos que
evoluiram para Obito (Figura 18B), mas ndo houve diferenca estatistica na
analise cinética dos linfocitos (Figura 18C). Os linfécitos ndo foram capaz de
distinguir individuos que evoluiram para alta ou ébito em todos os trés tempos.
Assim, os resultados de desempenho dos linfécitos como biomarcador de

desfecho clinico nesse estudo ndo demonstraram resultados elevados.
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Figura 19: Analise longitudinal de neutro6filos de pacientes com COVID-19 com
desfecho de alta e 6bito. Analise longitudinal de neutréfilos de pacientes com COVID-
19 com desfecho de alta (n=27; circulo amarela) e 6bito (n=48; circulo vermelho). Os
resultados de contagem absoluta da global foram expressos em numeros de células
x103/uL conforme obtido do hemograma de cada paciente. A- Graficos de dispersdo com
linha de todos os pacientes COVID-19 em acompanhamento (n=75) nas coletas nos
tempos 1 (0 a 4 dias), 2 (5 a 11 dias) e 3 (maior que 12 dias). B- Graficos de dispersao
com valores individuais de Neutréfilos de pacientes com COVID-19 nas coletas nos
tempos 1 (0 a 6 dias), 2 (7 a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias) com desfecho de alta
(n=27; circulo amarela) e 6bito (n=48; circulo vermelho). C- Comparacéao alta versus
Obito de cada um dos tempos avaliados. D — Analises de curva ROC demonstrando o
desempenho da contagem de neutréfilos em cada tempo do estudo. Ponto de corte 7,0 x
10%/uL. A Area Sob a Curva (AUC) no gréafico representa a acuracia do parametro
hematoldgico em distinguir alta e 6bito. Valores de p<0.05 foram considerados
significativos e estdo expressos por * ou barras conectoras. Valores entre parénteses na
AUC correspondem ao intervalo de confianca de 95% (IC95%).

Fonte: Propria autora
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A analise dos resultados da figura 19 demonstra que a contagem absoluta
dos neutrdfilos foi diferente no tempo 1 em relagdo ao tempo 3 (Figura 19A). A
andlise cinética da contagem de neutrdfilos foi diferente entre os grupos de alta
e Obito. Foi observada diferenca estatisticamente significativa dos valores de T1
vs T3 apenas no grupo de pacientes com obito (Figura 19B). A contagem de
neutrofilos foi capaz de distinguir individuos que evoluiram para alta ou 6bito nos
tempos 2 e 3. Assim os resultados de desempenho dos neutrofilos como
biomarcador de desfecho clinico indicam que esta contagem tem moderado

desempenho, especialmente no terceiro tempo de coleta (AUC=0,82).
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Figura 20: Andlise longitudinal da relagdo neutréfilo/linfécito de pacientes com
COVID-19 com desfecho de alta e Obito. Andlise longitudinal da relagao
neutrdéfilo/linfocito de pacientes com COVID-19 com desfecho de alta (n=27; circulo
amarela) e 6bito (n=48; circulo vermelho). Os resultados de contagem absoluta da
relacdo neutrofilo/linfécito foram expressos em nimeros de células x103/uL conforme
obtido do hemograma de cada paciente. A- Graficos de dispersdo com linha de todos os
pacientes COVID-19 em acompanhamento (n=75) nas coletas nos tempos 1 (0 a 6 dias),
2 (7 a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias). B- Gréficos de dispersao com valores individuais
da relagdo neutrofilo/linfécito de pacientes com COVID-19 nas coletas nos tempos 1 (0
a 6 dias), 2 (7 a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias) com desfecho de alta (n=27; circulo
amarela) e 6bito (n=48; circulo vermelho). C- Comparacéo alta versus 06bito de cada um
dos tempos avaliados. D — Analises de curva ROC demonstrando o desempenho da
contagem da rela¢@o neutrdfilo/linfécito em cada tempo do estudo. Ponto de corte 5. A
Area Sob a Curva (AUC) no gréafico representa a acuracia do parametro hematoldgico
em distinguir alta e 6bito. Valores de p<0.05 foram considerados significativos e estédo
expressos por * ou barras conectoras. Valores entre parénteses na AUC correspondem
ao intervalo de confianca de 95% (IC95%).

Fonte: Propria autora
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A analise dos resultados da figura 20 demonstra que a contagem absoluta
da relac&o neutrofilo/linfocito ndo foi diferente no tempo 1 em relagdo ao tempo
3 (Figura 20A). Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa dos
valores dos grupos de pacientes com alta e 6bito na analise cinética (Figura
20B). No entanto no T2 ha diferenca estatisticamente significativa nos individuos
que evoluiram para alta ou Obito. Os resultados de desempenho da relagéo
neutrofilo/linfécito como biomarcador de desfecho clinico indicam que esta
contagem tem moderado desempenho, especialmente no terceiro tempo de

coleta dos pacientes AUC=0.74
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Figura 21: Anélise longitudinal de eosindfilos de pacientes com COVID-19 com
desfecho de alta e ébito. Andlise longitudinal de eosindfilos de pacientes com COVID-
19 com desfecho de alta (n=26; circulo amarela) e ébito (n=48; circulo vermelho). Os
resultados de contagem absoluta de eosindfilos foram expressos em ndmeros de células
x10%/uL conforme obtido do hemograma de cada paciente. A- Graficos de dispersdo com
linha de todos os pacientes COVID-19 em acompanhamento (n=74) nas coletas nos
tempos 1 (0 a 6 dias), 2 (7 a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias). B- Gréficos de dispersdo
com valores individuais dos eosinéfilos de pacientes com COVID-19 nas coletas nos
tempos 1 (0 a 6 dias), 2 (7 a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias) com desfecho de alta (h=26;
circulo amarela) e 6ébito (n=48; circulo vermelho). C- Comparacao alta versus 0bito de
cada um dos tempos avaliados. D — Analises de curva ROC demonstrando o
desempenho da contagem de eosindfilos em cada tempo do estudo. Ponto de corte 0,5
x 10%uL. A Area Sob a Curva (AUC) no grafico representa a acuracia do parametro
hematologico em distinguir alta e 6bito. Valores de p<0.05 foram considerados
significativos e estao expressos por * ou barras conectoras. Valores entre parénteses na
AUC correspondem ao intervalo de confianca de 95% (IC95%).

Fonte: Propria autora
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A analise dos resultados da figura 21 demonstra que a contagem absoluta
dos eosindfilos foi diferente no tempo 1 em relacdo ao tempo 3 (Figura 21A). Foi
observada diferenca estatisticamente significativa dos valores dos grupo de
pacientes com alta na andlise cinética (Figura 21B). Apesar disso, o0s resultados
de desempenho de eosindéfilos como biomarcador de desfecho clinico nesse
estudo ndo se mostraram significativos devido a baixa acuracia em todos os trés

tempos.
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Figura 22: Analise longitudinal de baso6filos de pacientes com COVID-19 com
desfecho de alta e 6bito. Analise longitudinal de basdfilos de pacientes com COVID-19
com desfecho de alta (n=26; circulo amarela) e ébito (n=48; circulo vermelho). Os
resultados de contagem absoluta de basofilos foram expressos em nimeros de células
x10%/uL conforme obtido do hemograma de cada paciente. A- Graficos de dispersdo com
linha de todos os pacientes COVID-19 em acompanhamento (n=74) nas coletas nos
tempos 1 (0 a 6 dias), 2 (7 a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias). B- Graficos de disperséo
com valores individuais de basofilos de pacientes com COVID-19 nas coletas nos tempos
1 (0 a6 dias), 2 (7 a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias) com desfecho de alta (n=26; circulo
amarela) e 6bito (n=48; circulo vermelho). C- Comparacéo alta versus 06bito de cada um
dos tempos avaliados. D — Analises de curva ROC demonstrando o desempenho da
contagem de baso6filos em cada tempo do estudo. Ponto de corte 0,2 x 10%/uL. A Area
Sob a Curva (AUC) no grafico representa a acuracia do pardmetro hematologico em
distinguir alta e 6bito. Valores de p<0.05 foram considerados significativos e estdo
expressos por * ou barras conectoras. Valores entre parénteses na AUC correspondem
ao intervalo de confianca de 95% (IC95%).

Fonte: Propria autora
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A analise dos resultados da figura 22 demonstra que a contagem absoluta
de basofilos ndo foi diferente no tempo 1 em relagdo ao tempo 3 (Figura 22A).
Foi observada diferenca estatisticamente significativa dos valores dos grupos de
pacientes com alta na analise cinética (Figura 22B). A contagem de basofilos
tem uma baixa acuracia em todos os trés tempos, apesar de possuir um p menor
qgue 0,05.
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Figura 23: Anélise longitudinal de mondcitos de pacientes com COVID-19 com
desfecho de alta e 6bito. Analise longitudinal de mondcitos de pacientes com COVID-
19 com desfecho de alta (n=26; circulo amarela) e ébito (n=48; circulo vermelho). Os
resultados de contagem absoluta de mondécitos foram expressos em numeros de
células x10%/uL conforme obtido do hemograma de cada paciente. A- Gréficos de
disperséo com linha de todos os pacientes COVID-19 em acompanhamento (n=74) nas
coletas nos tempos 1 (0 a 6 dias), 2 (7 a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias). B- Gréficos
de dispersdo com valores individuais de mondcitos de pacientes com COVID-19 nas
coletas nos tempos 1 (0 a 6 dias), 2 (7 a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias) com desfecho
de alta (n=26; circulo amarela) e 6bito (n=48; circulo vermelho). C- Comparacao alta
versus oObito de cada um dos tempos avaliados. D — Andlises de curva ROC
demonstrando o desempenho da contagem de mondcitos em cada tempo do estudo.
Ponto de corte 1,0 x 10%/uL. A Area Sob a Curva (AUC) no grafico representa a acuracia
do parametro hematolégico em distinguir alta e 6bito. Valores de p<0.05 foram
considerados significativos e estdo expressos por * ou barras conectoras. Valores entre
parénteses na AUC correspondem ao intervalo de confianca de 95% (1C95%).

Fonte: Prépria autora
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A analise dos resultados da figura 23 demonstra que a contagem absoluta
de mondcitos foi diferente no tempo 1 em relacdo ao tempo 2 (Figura 23A). A
analise cinética da contagem de mondcitos também foi diferente nos grupos de
alta e obito (Figura 23B). No entanto, ndo houve diferenca estatistica significativa
em nenhum dos tempos nos grupos de alta versus 6bito (Figura 23C). Portanto,
os resultados de desempenho de mondcitos como biomarcador de desfecho

clinico nesse estudo ndo se mostraram significativos.
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Figura 24: Anédlise longitudinal de plagquetas de pacientes com COVID-19 com
desfecho de alta e 6bito. Andlise longitudinal de plaquetas de pacientes com COVID-19
com desfecho de alta (n=27; circulo amarela) e 6bito (n=47; circulo vermelho). Os
resultados de contagem absoluta de plaquetas foram expressos em nimeros de células
x103/uL conforme obtido do hemograma de cada paciente. A- Graficos de dispersdo com
linha de todos os pacientes COVID-19 em acompanhamento (n=74) nas coletas nos
tempos 1 (0 a 6 dias), 2 (7 a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias). B- Graficos de dispersao
com valores individuais de plaquetas de pacientes com COVID-19 nas coletas nos tempos
1 (0 a 6 dias), 2 (7 a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias) com desfecho de alta (n=27; circulo
amarela) e obito (n=47; circulo vermelho). C- Comparacéo alta versus oObito de cada um
dos tempos avaliados. D — Andlises de curva ROC demonstrando o desempenho da
contagem de plaquetas em cada tempo do estudo. Ponto de corte 450 x 10%/uL. A Area
Sob a Curva (AUC) no grafico representa a acuracia do parametro hematolégico em
distinguir alta e Obito. Valores de p<0.05 foram considerados significativos e estédo
expressos por * ou barras conectoras. Valores entre parénteses na AUC correspondem
ao intervalo de confianga de 95% (1C95%).

Fonte: Propria autora
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A analise dos resultados da figura 24 demonstra que a contagem absoluta
de plaquetas nao foi diferente em relacdo aos tempos de coleta (Figura 24A). A
contagem de plaguetas néo foi capaz de distinguir individuos que evoluiram para
alta ou o6bito. (Figura 24B). Os resultados de desempenho de plaguetas como
biomarcador de desfecho clinico nesse estudo ndo demonstraram resultados

elevados.



77

5.4 Analise dos dados laboratoriais bioquimicos dos pacientes com

COVID-19 grave do Hospital Risoleta Tolentino Neves

A analise dos resultados da figura 25 demonstra que a dosagem absoluta
do potassio foi diferente no tempo 1 em relagdo ao tempo 3 (Figura 25A). A
analise cinética da dosagem de potassio foi diferente entre os grupos de alta e
Obito. Apresentando diferenca estatisticamente significativa dos valores de T1
versus T3 no grupo pacientes que evoluiram para oObito (Figura 25B). Foi
observada diferenca estatisticamente significativa dos valores de T2 e T3 no
grupo de pacientes com alta x ébito (Figura 25C). Os resultados de desempenho
de potassio como biomarcador de desfecho clinico indicam que esta contagem

tem uma baixa acuracia, apesar de possuir um valor de p menor que 0,05.
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Figura 25: Andlise longitudinal de potassio de pacientes com COVID-19 com
desfecho de alta e 6bito. Analise longitudinal de potassio de pacientes com COVID-19
com desfecho de alta (n=27; circulo amarela) e 6bito (n=44; circulo vermelho). Os
resultados de contagem absoluta de potassio foram expressos em mmol/L conforme
obtido na gasometria de cada paciente. A- Graficos de dispersdo com linha de todos os
pacientes COVID-19 em acompanhamento (n=71) nas coletas nos tempos 1 (0 a 6 dias),
2 (7 a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias). B- Gréficos de dispersao com valores individuais
de potassio de pacientes com COVID-19 nas coletas nos tempos 1 (0 a 6 dias), 2 (7 a
13 dias) e 3 (maior que 14 dias) com desfecho de alta (n=27; circulo amarela) e ébito
(n=44; circulo vermelho). C- Comparacédo alta versus 6bito de cada um dos tempos
avaliados. D — Andlises de curva ROC demonstrando o desempenho da dosagem de
potassio em cada tempo do estudo. Ponto de corte 4,50 mmol/L. A Area Sob a Curva
(AUC) no gréfico representa a acuracia do pardmetro gasométrico em distinguir alta e
Obito. Valores de p<0.05 foram considerados significativos e estdo expressos por * ou

barras conectoras. Valores entre parénteses na AUC correspondem ao intervalo de
confianca de 95% (1C95%).

Fonte: Propria autora
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Figura 26: Analise longitudinal de s6dio de pacientes com COVID-19 com desfecho
de alta e ébito. Analise longitudinal de sddio de pacientes com COVID-19 com desfecho
de alta (n=27; circulo amarela) e 6bito (n=46; circulo vermelho). Os resultados de
dosagem absoluta de sédio foram expressos em mmol/L conforme obtido nha gasometria
de cada paciente. A- Gréficos de dispersdo com linha de todos os pacientes COVID-19
em acompanhamento (n=73) nas coletas nos tempos 1 (0 a 6 dias), 2 (7 a 13 dias) e 3
(maior que 14 dias). B- Graficos de dispersdo com valores individuais de sédio de
pacientes com COVID-19 nas coletas nos tempos 1 (0 a 6 dias), 2 (7 a 13 dias) e 3 (maior
qgue 14 dias) com desfecho de alta (n=27; circulo amarela) e 6bito (n=46; circulo
vermelho). C- Comparagédo alta versus 6bito de cada um dos tempos avaliados. D —
Analises de curva ROC demonstrando o desempenho da dosagem de sddio em cada
tempo do estudo. Ponto de corte 146 mmol/L. A Area Sob a Curva (AUC) no grafico
representa a acuracia do parametro gasométrico em distinguir alta e 6bito. Valores de
p<0.05 foram considerados significativos e estdo expressos por * ou barras conectoras.
Valores entre parénteses na AUC correspondem ao intervalo de confianca de 95%
(1C95%).

Fonte: Propria autora



80

A andlise dos resultados da figura 26 demonstra que a dosagem absoluta
de sédio foi diferente no tempo 1 em relacao ao tempo 3 (Figura 26A). Também
foi observada diferenga estatisticamente significativa na analise cinética de
pacientes com Obito (Figura 26B). Foi observada diferenca estatisticamente
significativa dos valores de T3 no grupo de pacientes com alta x ébito (Figura
26C). Os resultados de desempenho de sédio como biomarcador de desfecho
clinico indicam que esta dosagem tem acuracia moderada, especialmente no

terceiro tempo de coleta dos pacientes (AUC=0.70).
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Figura 27: Analise longitudinal de calcio de pacientes com COVID-19 com desfecho
de alta e 6bito. Analise longitudinal de calcio de pacientes com COVID-19 com desfecho
de alta (n=26; circulo amarela) e 6bito (n=45; circulo vermelho). Os resultados de dosagem
de calcio foram expressos em mg/dL conforme obtido na gasometria de cada paciente. A-
Graéficos de dispersdo com linha de todos os pacientes COVID-19 em acompanhamento
(n=71) nas coletas nos tempos 1 (0 a 6 dias), 2 (7 a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias). B-
Gréficos de dispersdo com valores individuais de célcio de pacientes com COVID-19 nas
coletas nos tempos 1 (0 a 6 dias), 2 (7 a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias) com desfecho de
alta (n=26; circulo amarela) e 6bito (n=46; circulo vermelho). C- Comparacéao alta versus
Obito de cada um dos tempos avaliados. D — Analises de curva ROC demonstrando o
desempenho da dosagem de célcio em cada tempo do estudo. Ponto de corte 5.4 mmol/L.
A Area Sob a Curva (AUC) no grafico representa a acuracia do parametro gasométrico em
distinguir alta e Obito. Valores de p<0.05 foram considerados significativos e estédo
expressos por * ou barras conectoras. Valores entre parénteses na AUC correspondem
ao intervalo de confianca de 95% (1C95%).

Fonte: Propria autora
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A andlise dos resultados da figura 27 demonstra que a concentracdo
absoluta de célcio foi diferente no tempo 1 em relagéo ao tempo 3 (Figura 27A).
Foi observada diferenca estatisticamente significativa dos valores dos grupo de
pacientes com oObito (Figura 27B). A dosagem de calcio ndo foi capaz de
distinguir individuos que evoluiram para alta ou ébito em todos os trés tempos.
(Figura 27C). Os resultados de desempenho de célcio como biomarcador de

desfecho clinico nesse estudo ndo se mostraram significativos.
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Figura 28: Analise longitudinal de cloro de pacientes com COVID-19 com desfecho de
alta e 6bito. Analise longitudinal de cloro de pacientes com COVID-19 com desfecho de alta
(n=26; circulo amarela) e dbito (n=45; circulo vermelho). Os resultados de contagem absoluta
de cloro foram expressos em mmol/L conforme obtido na gasometria de cada paciente. A-
Gréficos de disperséo com linha de todos os pacientes COVID-19 em acompanhamento (n=71)
nas coletas nos tempos 1 (0 a 6 dias), 2 (7 a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias). B- Gréficos de
dispersao com valores individuais de cloro de pacientes com COVID-19 nas coletas nos tempos
1 (0 a 6 dias), 2 (7 a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias) com desfecho de alta (n=26; circulo
amarela) e 6bito (n=45; circulo vermelho). C- Comparacgéo alta versus 0bito de cada um dos
tempos avaliados. D — Andlises de curva ROC demonstrando o desempenho da dosagem de
cloro em cada tempo do estudo. Ponto de corte 106 mmol/L. A Area Sob a Curva (AUC) no
grafico representa a acuracia do parametro gasométrico em distinguir alta e obito. Valores de
p<0.05 foram considerados significativos e estao expressos por * ou barras conectoras. Valores
entre parénteses na AUC correspondem ao intervalo de confianca de 95% (1C95%).

Fonte: Propria autora
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A analise dos resultados da figura 28 demonstra que a concentracéo
absoluta de cloro néo foi diferente em relacdo aos tempo de coleta (Figura 28A).
Também nao foi observada diferenca estatisticamente significativa dos valores
dos grupo de pacientes com alta ou ébito na analise cinética (Figura 28B). Foi
observada diferenca estatisticamente significativa dos valores de T2 vs T3 no
grupo de pacientes com alta x 6bito (Figura 28C). Os resultados de desempenho
de cloro como biomarcador de desfecho clinico indicam que esta dosagem tem
acuracia moderada, especialmente no terceiro tempo de coleta dos pacientes
(AUC=0.70).
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Figura 29: Anédlise longitudinal da glicemia de pacientes com COVID-19 com
desfecho de alta e 6bito. Andlise longitudinal da glicemia de pacientes com COVID-
19 com desfecho de alta (n=26; circulo amarela) e 6bito (n=46; circulo vermelho). Os
resultados de dosagem absoluta de glicose foram expressos em mg/dL conforme
obtido na gasometria de cada paciente. A- Graficos de dispersdo com linha de todos
0s pacientes COVID-19 em acompanhamento (n=72) nas coletas nos tempos 1 (0 a 6
dias), 2 (7 a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias). B- Gréficos de dispersdo com valores
individuais de glicose de pacientes com COVID-19 nas coletas nos tempos 1 (0 a 6
dias), 2 (7 a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias) com desfecho de alta (n=26; circulo
amarela) e 6bito (n=46; circulo vermelho). C- Comparacao alta versus 6bito de cada
um dos tempos avaliados. D — Andlises de curva ROC demonstrando o desempenho
da dosagem de glicose em cada tempo do estudo. Ponto de corte 105 mg/dL. A Area
Sob a Curva (AUC) no gréfico representa a acuracia do parametro gasométrico em
distinguir alta e Obito. Valores de p<0.05 foram considerados significativos e estéo
expressos por * ou barras conectoras. Valores entre parénteses na AUC correspondem
ao intervalo de confianca de 95% (1C95%).

Fonte: Propria autora
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A andlise dos resultados da figura 29 demonstra que a dosagem absoluta
de glicemia nao foi diferente em relagéo aos tempos de coleta (Figura 29A). N&ao
foi observada diferenca estatisticamente significativa dos valores dos grupo de
pacientes com alta ou Obito (Figura 29B). Apesar de ter sido observada diferenca
estatistica significativa no T1, o desempenho da glicemia como biomarcador de
desfecho clinico neste tempo (AUC=0.63), nesse estudo ndo demostrou

resultado elevado.



87

A Lactato
20
= 15
<}
£
~ 10_
2
T
3]
© 5
-
0_
T1L T2 T3
B Lactato Alta Lactato Obito
20 20
=159 ° = 154
<] ] °
£ £
g’ 104 é 104
2 i)
g 8
& & 5 ° i
- - '
O—F— T —
T1L T2 T3 TL T2 T3
C Lactato T1 Alta x Obito Lactato T2 Alta x Obito Lactato T3 Alta x Obito
20 20+ 20
=15 ° = 15 =15
o o <] °
£ £ £
E £ 101 Ep
] g ]
E E 0.0101 E
] 5 3 5 ° ] 5
4 8 4 = o
| o oy 8
o ob—FF— o
Alta  Obito Alta  Obito Alta  Obito
D Lactato T1 Alta x Obito Lactato T2 Alta x Obito Lactato T3 Alta x Obito
100
80
B3 ES B3
» ” > 60
o o o
o a o
S S S 40
o | O ; o
~VAUC: 057 (0.43-0.70) AUC: 0.73 (0.59-0.86) 20 AUC: 051 (0.35-0.67)
" p=033 > p=0.003* o 3 p=086
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Co-Neg % Co-Neg % Co-Neg %

Figura 30: Andlise longitudinal de lactato de pacientes com COVID-19 com desfecho
de alta e 6bito. Andlise longitudinal de lactato de pacientes com COVID-19 com desfecho
de alta (n=27; circulo amarela) e 6bito (n=45; circulo vermelho). Os resultados de dosagem
absoluta de lactato foram expressos em mmol/L conforme obtido na gasometria de cada
paciente. A- Graficos de dispersdo com linha de todos os pacientes COVID-19 em
acompanhamento (n=72) nas coletas nos tempos 1 (0 a 6 dias), 2 (7 a 13 dias) e 3 (maior
que 14 dias). B- Gréficos de dispersdo com valores individuais de lactato de pacientes com
COVID-19 nas coletas nos tempos 1 (0 a 6 dias), 2 (7 a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias)
com desfecho de alta (n=26; circulo amarela) e 6bito (n=45; circulo vermelho). C-
Comparacao alta versus 6bito de cada um dos tempos avaliados. D — Anadlises de curva
ROC demonstrando o desempenho da dosagem de lactato em cada tempo do estudo.
Ponto de corte 1.3 mmol/L. A Area Sob a Curva (AUC) no grafico representa a acuracia
do parametro gasométrico em distinguir alta e o&bito. Valores de p<0.05 foram
considerados significativos e estdo expressos por * ou barras conectoras. Valores entre
parénteses na AUC correspondem ao intervalo de confianca de 95% (IC95%).

Fonte: Propria autora



88

A analise dos resultados da figura 30 demonstra que a concentracéo
absoluta de lactato nao foi diferente em relagdo aos tempos de coleta (Figura
30A). Também néo foi observada diferenca estatisticamente significativa na
analise cinética dos grupo de pacientes com alta ou Obito (Figura 30B). Foi
observada diferenca estatisticamente significativa nos valores de T2 do grupo de
pacientes com alta x 6bito (Figura 30C). Os resultados de desempenho de lactato
como biomarcador de desfecho clinico indicam que esta contagem tem
desempenho significativo, com acuracia moderada somente no segundo tempo
de coleta dos pacientes (AUC=0.73).
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Figura 31. Andlise longitudinal de creatinina de pacientes com COVID-19 com
desfecho de alta e 6bito. Analise longitudinal de creatinina de pacientes com COVID-19
com desfecho de alta (n=27; circulo amarela) e 6bito (n=43; circulo vermelho). Os
resultados de dosagem absoluta de creatinina expressos em mg/dL. A- Graficos de
dispersdo com linha de todos os pacientes COVID-19 em acompanhamento (n=70) nas
coletas nos tempos 1 (0 a 6 dias), 2 (7 a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias). B- Gréficos de
dispersdo com valores individuais de creatinina de pacientes com COVID-19 nas coletas
nos tempos 1 (0 a 6 dias), 2 (7 a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias) com desfecho de alta
(n=27; circulo amarela) e dbito (n=43; circulo vermelho). C- Comparacéo alta versus 6bito
de cada um dos tempos avaliados. D — Andlises de curva ROC demonstrando o
desempenho da dosagem de creatinina em cada tempo do estudo. Ponto de corte 1,25
mg/dL. A Area Sob a Curva (AUC) no grafico representa a acuracia do parametro
bioguimico em distinguir alta e ébito. Valores de p<0.05 foram considerados significativos
e estdo expressos por * ou barras conectoras. Valores entre parénteses na AUC
correspondem ao intervalo de confianca de 95% (1C95%).

Fonte: Propria autora
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A analise dos resultados da figura 31 demonstra que a dosagem absoluta
de creatinina nao foi diferente em relacdo aos tempos de coleta. (Figura 31A).
N&o foi observada diferenca estatisticamente significativa dos valores dos grupo
de pacientes com alta ou Obito (Figura 31B). Também né&o foi observada
diferenca estatisticamente significativa dos valores de T1, T2 ou T3 no grupo de
pacientes com alta x 6bito (Figura 31C). Os resultados de desempenho de
creatinina como biomarcador de desfecho clinico nesse estudo ndo se

mostraram elevados.
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Figura 32: Andlise longitudinal da ureia de pacientes com COVID-19 com desfecho
de alta e 6bito. Andlise longitudinal da ureia de pacientes com COVID-19 com desfecho
de alta (n=26; circulo amarela) e 6bito (n=43; circulo vermelho). Os resultados de
dosagem absoluta de ureia foram expressos em mg/dL. A- Graficos de dispersdo com
linha de todos os pacientes COVID-19 em acompanhamento (n=69) nas coletas nos
tempos 1 (0 a 6 dias), 2 (7 a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias). B- Gréficos de dispersdo
com valores individuais de ureia de pacientes com COVID-19 nas coletas nos tempos 1
(0 a 6 dias), 2 (7 a 13 dias) e 3 (maior que 14 dias) com desfecho de alta (n=26; circulo
amarela) e 6bito (n=43; circulo vermelho). C- Comparacao alta versus 6bito de cada um
dos tempos avaliados. D — Analises de curva ROC demonstrando o desempenho da
dosagem de ureia em cada tempo do estudo. Ponto de corte 40 mg/dL. A Area Sob a
Curva (AUC) no gréfico representa a acuracia do parametro bioquimico em distinguir alta
e oObito. Valores de p<0.05 foram considerados significativos e estao expressos por * ou

barras conectoras. Valores entre parénteses na AUC correspondem ao intervalo de
confianca de 95% (1C95%).

Fonte: Propria autora
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A andlise dos resultados da figura 32 demonstra que a dosagem absoluta
de ureia foi diferente no tempo 1 em relacdo ao tempo 3 (Figura 32A). Também
foi observada diferenga estatisticamente significativa na analise cinética dos
grupos de pacientes com alta e 6bito (Figura 32B). A dosagem de ureia foi capaz
de distinguir os individuos que evoluiram para alta ou obito (Figura 32C). Os
resultados de desempenho de ureia como biomarcador de desfecho clinico
indicam que esta contagem tem elevado desempenho em todos os tempos, com

acuracia moderada principalmente no terceiro tempo de coleta (AUC= 0.84).

5.1 Criacdo do biorrepositorio de amostras de pacientes com COVID-19

Em nosso trabalho, foi criado um biorrepositério de amostras de pacientes
com COVID-19 e os dados clinicos e laboratoriais foram estudados para melhor
entendimento da COVID-19 no contexto atual. As amostras dos pacientes
admitidos no Hospital Risoleta Tolentino Neves foram recebidas no Laboratério
de Virologia Basica e Aplicada da Universidade Federal de Minas Gerais. Essas
amostras ja estavam identificadas quanto ao diagnostico positivo ou negativo
dos pacientes. Posteriormente as amostras foram encaminhadas para o
laboratorio NB3 da Faculdade de Medicina da UFMG para serem aliquotados os
volumes necessérios de soro, EDTA e aspirado traqueal, conforme mostra a
figura 33.
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Figura 33: Esquema de coleta e quantidade de amostras dos pacientes com
diagnoéstico de COVID-19. Apos a confirmacéo por meio do RT-PCR as amostras de
sangue (EDTA), soro e aspirado dos pacientes admitidos no HRTN foram coletados em
trés tempos.

Fonte: Propria autora

As amostras foram aliquotadas em microtubos da seguinte maneira: 1 mL
de amostras de soro, 1 mL de amostras de aspirado traqueal, nas amostras de
EDTA foram aliquotados 500 ul de EDTA e adicionado 500 pl de RNA later. O
mapa das caixas das amostras foram preparados obedecendo o diagndstico dos
pacientes. Amostras negativas para SARS-CoV-2 foram separadas das
amostras positivas para SARS-CoV-2, assim, por meio dos mapas as amostras
poderdo ser facilmente encontradas dentro do biorrepositorio. Apés aliquotadas
e mapeadas as amostras foram encaminhadas para os freezers do Laboratério

de Virologia Béasica e Aplicada da UFMG.
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6 Discusséao

A infeccao pelo virus SARS-CoV-2 trouxe grandes prejuizos aos sistemas
de saude em todo o mundo. Milhares de pessoas morreram e muitos ainda

convivem com as sequelas deixadas pela COVID-19.

Dentre as milhares de pessoas que ndo conseguiram sobreviver a
COVID-19, percebemos que o maior indice de ébitos é composto por homens,
apesar das mulheres também serem infectadas pelo SARS-CoV-2. No nosso
estudo encontramos um numero maior de homens tanto no que se refere a
infeccdo quanto ao oObito, e esse fato foi discutido em muitos estudos como o de
Bienvenu LA et al., 2020 que mostra essa diferenga da mortalidade entre homens
e mulheres e revisam evidéncias que buscam esclarecer essa diferenca. Nesse
estudo os autores apontam para o papel do cromossomo X em desempenhar um
importante papel na resposta imune e adaptativa a infec¢des virais, entdo se o
homem apresenta uma mutagdo no cromossomo X ele ird manifestar o fenoétipo,
ao passo que as mulheres, por possuirem dois cromossomos X estao protegidas

dessa mutacdo porque um dos cromossomos pode compensar o outro.

Os hormoénios sexuais também tem um papel decisivo nas doencas
infecciosas, camundongos machos eram mais suscetiveis a infeccdo pelo
SARS-CoV-2 e apresentavam uma taxa de mortalidade maior comparada as
fémeas, no entanto fémeas ovariectomizadas tinham uma mortalidade mais alta.
Isso sugere que o0 hormoOnios estrogénio e testosterona tem um papel
consideravel quando estdo em equilibrio, desempenhando uma resposta a

infeccdo contra o coronavirus (Bienvenu LA et al., 2020).

Ainda no estudo de Bienvenu LA et al.,, 2020 é abordado o papel do
TMPRSS2 na infecgdo pelo SARS-CoV-2 e que essa protease tem sua
transcri¢cdo regulada por um elemento de ligagdo ao receptor de androgeno em
seu promotor e ligantes androgénicos. Assim a TMPRSS2 é mais expressa em
homens e sua regulacéo é dependente de androgenos, o que explica os homens
desenvolverem a COVID-19 em sua forma mais grave. No que se refere ao
sistema imunoldgico ja é descrito na literatura que as mulheres conseguem

montar uma resposta imunologica mais robusta a infecgbes virais, 0 que é
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surpreendente € o fato de homens possuirem um risco aumentado de uma

hiperinflamac&o relacionada a COVID-19.

A progressdo da COVID-19 esta associada a alguns fatores do
hospedeiro, como idade, comorbidades e sexo. A idade & um fator de extrema
importancia, pois o envelhecimento ja € um fator de risco para doengas graves,
a imunossenescéncia e a inflamacéo permite que individuos idosos sejam mais
vulneraveis a desenvolver a COVID-19 grave. No nosso estudo os pacientes que
foram a Obito tinham entre 40 e 91 anos enguanto que 0S pacientes que
receberam alta tinham de 24 a 87 anos, ndo percebemos uma diferenca
estatistica na idade de alta e Obito, no entanto, devido a fatores de

vulnerabilidade pacientes idosos podem desenvolver uma infec¢cdo mais grave.

O estudo de Chen Y et al., 2020 mostra que a resposta de IFN do tipo 1
que é responsavel pelo aumento da replicacdo viral da gripe em cultura de
células sdo mais fracas em individuos idosos aliado a isso a supressao viral
direta estdo relacionados a uma imunidade inata ineficaz que por consequéncia
leva a uma imunidade mediada por células deficiente o que aumenta a

suscetibilidade de idosos a grave pelo SARS-CoV-2.

O estudo de Hu C et al.,, 2021 reforca que pacientes idosos com
comorbidades progrediam para doengas mais graves, assim, destacam que
idosos eram propensos em desenvolver sindrome respiratéria aguda grave e
choque séptico. Por isso o diagndstico e o tratamento correto em pacientes
idosos sdo tdo importantes. Esse estudo corrobora com 0s nossos dados em

relacédo a idade.

Embora tenhamos analisados outros parametros hematologicos limitamos
a discutir os parametros mais relevantes, ou seja, 0s que apresentaram melhor
desempenho e acuracia de acordo com a curva ROC. Dentre os parametros
hematoldgicos avaliados os que mais se destacaram em relacdo ao
desempenho avaliado pela curva ROC, com valor acima 20,70 e que podem ser
usados como um possivel biomarcador para gravidade do paciente com COVID-
19 séo: global de leucdcitos, neutrdfilos, relacéo neutrdfilos / linfocitos.

Nesse estudo identificamos que pacientes que evoluiram para Obito

tinham a global de leucocitos mais alta que pacientes que receberam alta, o
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mesmo foi visto em relacdo aos neutroéfilos, os pacientes que evoluiram para
Obito apresentavam neutrofilia em relagdo aos que receberam alta, portanto a
leucocitose nesses pacientes eram dependentes dos neutrofilos j& que tanto os
pacientes que receberam alta quanto os que foram a Obito apresentavam

linfopenia.

Apoés analisarmos esses dados e concluir que pacientes mais graves
tinham um numero elevado de neutrofilos, dividimos o valor dos neutrofilos por
linfécitos e realizamos a andlise estatistica dos valores, foi determinado o ponto
de corte 5 para a relagdo neutrofilo / linfécito, conforme proposto por Gurol G
(2015). Encontramos no tempo 3 uma diferenca estatistica dessa relacao
neutrofilos / linfécitos, ou seja, quanto maior o tempo de internacdo desse

paciente maior sera essa diferenca.

O estudo de Kaur S, et al., 2020 reforca nossos achados quando mostra
gue a linfopenia € comum em pacientes com COVID-19 e que individuos em UTI
apresentavam neutrofilia. Assim, o estudo sugere que a linfopenia se d4 em
pacientes com COVID-19, devido a deplecdo de linfocitos CD4 e CD8. O
mecanismos potenciais para que isso ocorra € a lise dos linfécitos, ja que
possuem ECA2, entdo o virus pode infectar diretamente os linfocitos. Também
pode ocorrer a atrofia de 6rgéos linfaticos induzidas por citocinas, que impacta
na renovacdo dos linfocitos, outro mecanismo seria pro-mediadores

inflamatérios que podem induzir a apoptose linfocitéria direta.

Gallo Marin B et al., 2021 também mostra em seu estudo que os leucécitos
podem ser importantes na previsdo da gravidade da COVID-19. Demonstram
gue a guantidade de linfécitos no sangue esta inversamente associada a
gravidade e ao progndstico da doenca, enquanto que o aumento de neutréfilos
parece predizer a gravidade. Enquanto que a relacdo neutréfilos / linfcitos

elevada estava relacionada a pacientes com sindrome respiratoria aguda grave.

O estudo de Wang Y et al., 2021 demonstra a importancia dos parametros
laboratoriais no diagnostico de COVID-19 e que esses parametros podem ser
utilizados na estratificacdo dos pacientes para planejar um tratamento adequado.
Além disso, fortalece a discussdo acerca dos parametros hematoldgicos, 0s

pacientes com contagem baixa de linfocitos desenvolve uma doenca mais grave
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além de ter um sistema imunologico debilitado. O estudo também discute que os
linfécitos ndo podem ser utilizados como um marcador de gravidade da COVID-
19 em estagio inicial, esse dado condiz com o que encontramos no nosso estudo,
pois percebemos alteracdes mais significativas em tempos tardios da infeccao.
Wang Y et al., 2021 avaliam a importancia da relacdo neutrofilos / linfocitos que
pode ser utilizada para avaliar a gravidade de doencas infecciosas e como
marcador precoce de sepse em pacientes graves.

Em relacdo aos parametros bioquimicos limitamos a discutir os
parametros mais relevantes, ou seja, 0os que apresentaram melhor acuracia e
desempenho de acordo com a curva ROC. Dentre os parametros bioquimicos
avaliados os que mais se destacaram em relacdo ao desempenho avaliado pela
curva ROC, com valor acima 20,70 e que podem ser usados como um possivel
biomarcador para gravidade do paciente com COVID-19 sdo: sédio, cloro, lactato

e ureia.

Nossos dados mostram que pacientes mais graves, que evoluiram para
Obito tinham a concentracéo elevada de lactato e ureia em relacao aos pacientes
gue receberam alta. Observamos que em tempos tardios essas concentracées
tendem a aumentar ainda mais. O sédio apresentou diferencas estatisticas nos
pacientes que foram a 6bito e também nos grupos de alta x 6bito no tempo 3,
apesar disso 0s pacientes em geral apresentavam uma a concentragéo de sodio

sem anormalidades entre 136 e 146 mmol/L.

O cloro seguiu a mesma tendéncia do sodio, percebemos que as
concentragbes de cloro da maioria dos pacientes estavam entre 98 e 106
mmol/L, no entanto quando comparamos grupos de alta e Obito percebemos
diferenca estatistica principalmente em tempos tardios da doenca. Em relacéo
ao lactato observamos que a concentracao € elevada (maior que 1.3 mmol/L) na
maioria dos pacientes e diferentemente dos outros parametros o lactato
apresenta diferenca estatistica no tempo 2, e também apresenta melhor

desempenho no tempo 2 conforme a curva ROC.

Henry BM et al., 2020 mostra em seu estudo que valores elevados de
lactato estdo relacionados a um pior prognéstico. A lactato desidrogenase € uma

enzima intracelular que catalisa a interconversao de piruvato e lactato. Infec¢des
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graves podem causar dano aos tecidos mediados por citocinas e liberacdo de
lactato desidrogenase. Como essa enzima esta presente no tecido pulmonar,
pacientes com COVID-19 grave tendem a liberar maior quantidade de lactato.
Com isso, a lactato é um preditor de piores resultados em pacientes
hospitalizados e parece refletir que a lesdo e a faléncia de multiplos 6rgaos pode

desempenhar um papel importante em pacientes com COVID-19.

Os pacientes apresentaram uma elevada concentracéo de ureia em todos
os 3 tempos, inclusive em pacientes que receberam alta. Esse foi o parametro
que apresentou diferenca estatistica em todos os tempo e desempenho
moderado principalmente no tempo 3 de acordo com a curva ROC.

O resultado mais expressivo que encontramos no nosso estudo foi a ureia,
que apresentou uma acuracia moderada (AUC= 0,84) e mesmo sabendo que o
dano pulmonar geralmente é a caracteristica mais comum da COVID-19 nao se
pode descartar o envolvimento de outros 6rgaos. O SARS-CoV-2 pode cair na
corrente sanguinea e atingir os rins, causando dano as células renais. Sabe-se
que o0 SARS-CoV-2 infecta as células que expressam ECA2 e 0s rins, assim
como pulmao, coracéo, figado e intestino também expressam essa enzima, por
isso € comum encontrar o RNA viral tanto no tecido renal quanto na urina de
pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 (Taverna G, et al., 2021).

A ureia esta intimamente ligada a quantidade de proteina que o individuo
ingere, ou seja, quanto mais rica a dieta proteica maior a excrecao de ureia, iSS0O
porque a proteina ingerida na dieta € metabolizada em amino&cidos essenciais
e ndo essenciais ou em produtos residuais e ions. O que pode acontecer também
€ a metabolizacdo dos aminoacidos pelo figado que tem como produto a ureia,
gue posteriormente serd excretada na urina. Os estoques de proteina corporal
pode ser convertido em aminoacidos essenciais e ndo essenciais ou podem ser
metabolizados formando residuos e ions que também seréo excretados na urina.
A ureia é sintetizada no figado por catabolismo protéico e a ureia sanguinea é
filtrada pelo glomérulo e sofre reabsorcdo tubular, entdo a ureia tem relacdo
direta com o estado nutricional, 0 metabolismo das proteinas e a condigdo dos
rins. O SARS-CoV-2 pode ativar 0 sistema renina-angiotensina-aldosterona

causando uma vasoconstricdo renal, diminuicdo da filtracdo glomerular e
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diminuir a excrecédo de ureia, aumentar a absorcao de agua e sodio e reabsorcao

passiva de ureia (Weiner ID et al., 2015; Huang D et al., 2021).

Sabendo que a ureia é produto final do metabolismo de proteinas ela pode
ser usada como um marcador de funcao renal. Um estudo realizado por Cheng
e colaboradores (2020) testou o nivel de ureia no sangue combinado com o
dimero D como preditores de mortalidade hospitalar em pacientes com COVID-
19. Niveis elevados de ureia estdo associados a um pior desfecho em pacientes
com insuficiéncia cardiaca. Isso porque o paciente do CTI sofre desidratacao por
febre ou pelo procedimento de ventilagdo mecanica, entdo o fluxo de sangue
chega aos rins com uma forga menor desencadeando uma leséo nas estruturas
renais. Os pacientes submetidos a ventilacgdo mecanica tém altas pressdes
internas o que diminui o retorno venoso, esse aumento de pressdo nos pulmdes
diminui a pressao cardiaca, se o cora¢do nao consegue bombear o0 sangue de
forma eficaz para os rins e outros 6rgdos compromete o funcionamento deles. O
gue explica pacientes com insuficiéncia cardiaca terem altos niveis de ureia,
devido ao funcionamento ineficiente dos rins, que sdo os 6rgdo responsaveis

pela excrecéo da ureia.

Os resultados obtidos por Cheng e colaboradores (2020) mostram que o
risco de morte era maior em idosos e homens com comorbidades como,
hipertensdo, doenca cardiovascular, além desses pacientes terem niveis de
ureia (AUC: 0,88) e dimero D (AUC: 0,88) aumentados, 0 que mais uma vez
reforca que a ureia pode ser utilizada como um biomarcador de gravidade para
a COVID-19, principalmente quando associada ao dimero D. Cheng e
colaboradores mostram que a proteina C reativa (PCR) tem quase 0 mesmo
valor clinico que a ureia e o dimero D para prever o desfecho clinico do paciente
com COVID-19, no entanto, o dimero D apresenta uma maior especificidade,
porque a PCR € uma proteina de fase aguda que esta associada a gravidade da
inflamacé&o podendo ser inespecifica, pois pode aumentar em varias situacoes,

0 que dificulta sua utilizacdo em casos graves de COVID-19.

Um outro estudo realizado por Ye e colaboradores (2021) tinha por
objetivo investigar a relacdo entre a mudanca dindmica da ureia e o desfecho
clinico do paciente com COVID-19. Foi observado que a elevacéo da ureia tanto

na admissao quanto na primeiras 24 horas foram associados com morte intra-
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hospitalar, o que esta relacionado também com lesdo renal, que pode estar
associada a tempestade de citocinas devido a resposta imune sistémica. Além é
claro, do SARS-CoV-2 infectar as células dos rins por eles expressarem a ECA2.
Outro ponto importante € que a ureia além de ser um importante biomarcador de
desfecho clinico, ela pode ser utilizada como evidéncia de lesdo renal aguda que
pode facilitar o tratamento, evitando drogas nefrotdxicas e terapia de fluidos

adequada.

O estudo de Huang D, et al., 2019 procurou explorar o valor prognéstico
da ureia em raz&o da albumina para predicao da gravidade da COVID-19. Nesse
estudo o valor da ureia foi dividida pelo valor da albumina sendo a AUC=0,82,
AUC= 0,78 para ureia e AUC= 0,71 para albumina, assim a utilizacdo da razéo
ureia para albumina tem um valor preditivo melhor. Os autores descobriram que
a utilizacdo da raz&o ureia para albumina na admissao hospitalar € um preditor
independente de gravidade da COVID-19, assim o tratamento pode ser mais

assertivo.

Nosso estudo encontrou algumas limitagbes como, um n amostral
pequeno, ndo tivemos acesso a todas as evolucdes do CTI dos pacientes, o que
impediu que pudéssemos comparar o desfecho clinico com as comorbidades e
a evolucao dos parametros laboratoriais, alguns parametros importantes que se
alteram nos pacientes com COVID-19 como, troponina, dimero D, PCR,
albumina, TGO, TGP nao foram analisados porque nem todos 0s pacientes
tinham realizado esses exames laboratoriais em todos os trés tempos, assim 0s
dados ficariam incompletos. Embora tenhamos usado alguns parametros
disponiveis na gasometria dos pacientes optamos por nao incluir dados
respiratérios nesse estudo, porque o foco eram alteracdes hematoldgicas e

bioquimicas.

Havia 81 pacientes disponiveis para analise dos dados, no entanto, nem
todos os pacientes tinham as coletas de todos os parametros hematoldgicos e
bioquimicos, por isso, o valor total analisado em cada parametro néo era o total

de 81 pacientes.

Além da andlise de parametros hematimétricos e bioquimicos foi criado

um banco de amostras e de dados dos pacientes com COVID-19 internados no
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CTI do HRTN. Essas amostras e dados estéo disponiveis no LVBA para futuros
estudos sobre a COVID-19 e que podem colaborar e enriquecer o entendimento
sobre a doenca.
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7 Conclusao

Neste trabalho, concluimos que a global de leucdcitos, os neutroéfilos, a
relacdo neutrdfilos / linfocitos, o sodio, cloro, lactato e ureia sdo parametros
hematolégicos e bioquimicos que apresentaram um desempenho moderado em
distinguir individuos que receberam alta ou foram a Obito, além disso séo

importantes na rotina laboratorial em pacientes com COVID-19.

No entanto, observamos que esses parametros tendem a alterar de forma
significativa em tempos tardios, ou seja, quando o paciente esta a mais tempo
hospitalizado, entdo esses parametros podem auxiliar na evolugdo clinica do
paciente, mas é importante ressaltar a necessidade de se pesquisar novos

meétodos e biomarcadores de acompanhamento clinico para COVID-19.

Além disso, o estudo de citocinas, quimiocinas, antigenos e anticorpos
especificos para COVID-19 devem ser analisados, inclusive a partir do material
armazenado no biorrepositério, e portanto, associar os achados com os dados
encontrados nesse trabalho.
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9 Anexos

I- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Participagdo no Projeto “ASPECTOS MICROBIOLOGICOS, IMUNOLOGICOS, METABOLICOS,
LABORATORIAIS E CLINICOS DE PACIENTES COM COVID-19”

1 - DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA
1.Nome do paciente:

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N2 ..... ..SEX0: MOFO
DATA NASCIMENTO:! .
ENDERECO Ne.... APTO: ...
BAIRRO:, CIDADE
TELEFONES: DDD(........)
EMAIL:

Convido vocé a participar do estudo chamado “ASPECTOS MICROBIOLOGICOS, IMUNOLOGICOS,
METABOLICOS, LABORATORIAIS E CLINICOS DE PACIENTES COM COVID-19 DO HOSPITAL
RISOLETA TOLENTINO NEVES”.

Trata-se de um estudo que vai avaliar alteragdes na secregdo respiratéria, chamada de aspirado traqueal, de pessoas
internadas no centro de atendimento intensivo sob intubagdo com possivel diagndstico de COVID-19 e amostras de
sangue de pacientes no CTI e internados em enfermarias do Hospital Risoleta Tolentino Neves.

0 objetivo desse estudo é tentar desenvolver métodos e Biomarcadores para entender a infec¢do causada por SARS-
CoV-2 que é nova para todos nds e verificar a imunidade que confere protecdo contra COVID-19. Pretendemos
também avaliar alteragdes que podem indicar um curso clinico desfavoravel e a necessidade de terapias mais
cuidadosas.

0 estudo trata de coleta de informagdes pessoais e clinicas a posterior, coleta de amostra de sangue e do aspirado
traqueal de forma a manter a rotina hospitalar do paciente. Este é um estudo longitudinal que coletara amostras de
sangue e aspirado traqueal em tempos diferentes durante a internacdo (0, 7 e 14 dias). A coleta de sangue sera feita
apos alta (30, 60, 90 e 120 dias) para acompanhar os pacientes na convalescéncia. Nenhuma intervengao adicional
sera realizada. O voluntério pode retirar sua participagdo a qualquer momento do estudo e suas amostras guardadas
em biorrepositério, valendo a partir da data deste termo.

Este estudo é importante para que se possa conhecer um pouco mais sobre efeitos da COVID-19, uma doenc¢a nova
de um novo virus, o SARS-CoV-2, que todos conhecemos muito pouco ainda. Isso pode ser ttil para que os médicos
possam ter uma informacgao para indicar ou ndo tratamentos aos seus pacientes. Os procedimentos do estudo serdo
coletas de informagdes relativas a estado geral de satde, dados epidemiolégicos e a coleta de sangue de rotina e do
aspirado traqueal, conforme indicagdo médica.

A coleta de sangue pode levar a um risco minimo e um leve desconforto ao paciente, no entanto, esta apresenta-se
como rotina de laboratério e sera monitorada pelos responsaveis pela pesquisa. Espera-se que a pessoa tenha risco
minimo por participar neste estudo, uma vez que nao envolve nenhuma intervengao adicional no paciente, s6 o que
esta previsto na rotina, sendo que as amostras dos pacientes serdo guardadas no laboratério para estudos futuros. A
informacdo obtida serd de uso cientifico e ndo serd divulgada para outros fins. Todos os dados referentes aos
pacientes sdo confidenciais. Em nenhum momento havera liberagao de identidade ou quaisquer dados que possam
levar a sua identificagdo.

Como o resultado do estudo pode ser de seu interesse, se vocé quiser, pode deixar registrado além de seu préprio
telefone, enderego e e-mail, os telefones e enderegos de cinco contatos seus (entre eles trés parentes de primeiro
grau) a fim de que vocé possa ser encontrado para saber os resultados, mesmo apés alguns anos do término desse
estudo. A sua participagdo neste estudo é totalmente voluntdria. Uma vez que vocé aceite participar do estudo,
permanecerd com o direito de retirar seu consentimento a qualquer momento.

Para qualquer duvida ou esclarecimento adicional, vocé pode entrar em contato com a coordenadora do estudo, a
Dra. Jordana Coelho dos Reis, pelo telefone 31 3409-2746, no Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal
de Minas Gerais, Av. Antonio Carlos, 6627, campus Pampulha - CEP:31270-901 ou a Dr. Camila Pacheco Silveira
Martins da Mata, pelo telefone 31 3459-3272, no Hospital Risoleta Tolentino Neves, Rua das Gabirobas, 01 - Vila
Cléris. Belo Horizonte/MG - Brasil. Cep:31.744-012.

Declaro que recebi uma cépia deste termo de consentimento para ler antes de assina-lo, que os detalhes do projeto
foram explicados e que manterei uma cépia deste consentimento em meu poder.

de 20 .,

Belo Horizonte,

Assinatura do Paciente
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