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RESUMO

A COVID-19 é resultado da infeccdo humana pelo SARS-CoV-2, que infecta as células-alvo e
ativa diversos mecanismos inflamatorios, como a via do inflamassoma NLRP3, que tem como
produtos a IL-1p, a IL-18 e a Caspase-1, contribuindo para uma resposta inflamatoria sistémica.
O estudo das alteracBes morfologicas decorrentes da COVID-19 fatal, por meio da autopsia
minimamente invasiva, representa importante oportunidade para o melhor conhecimento dessa
nova doenca. Com o0 objetivo de caracterizar os aspectos histopatoldgicos e avaliar o
inflamassoma NLRP3 na COVID-19 fatal, esse estudo observacional, transversal e unicéntrico
analisou 50 casos de autopsia minimamente invasiva que evoluiram para 6bito no Hospital
Eduardo de Menezes - MG, durante 0 ano de 2020. As amostras apresentaram elevada
representatividade histologica. As principais lesdes histopatoldgicas observadas foram dano
alveolar difuso (64,45%) no pulméo e focos de infiltrado inflamatdrio no coragdo (32,61%),
figado (70%) e rim (21,4%). Também foram observados elevados percentuais de lesdes
isquémicas cardiacas, esteatose hepatica, congestdo esplénica e necrose tubular aguda. A
expressao imuno-histoquimica do NLRP3 apresentou elevada reatividade no pulméo, coracao
e rins, com associagdes estatisticamente significativas de IL-18 (valor-p = 0,004) no pulméo e
de IL-1p (valor-p = 0,002) e I1L-18 (valor-p = 0,005) no rim. Os resultados do estudo permitem
concluir que a autépsia minimamente invasiva possibilita adequado exame anatomopatoldgico
para verificacdo do Obito e que a COVID-19 fatal apresenta importante componente

inflamatdrio sistémico, com participacdo do inflamassoma NLRP3.

PALAVRAS-CHAVE: COVID-19; SARS-CoV-2; Inflamassoma; NLRP3; Autopsia

Minimamente Invasiva; Aspectos Histopatologicos.



ABSTRACT

The COVID-19 is the result of the infection by the SARS-CoV-2, that infects the target cells
and activates many inflammatory mechanisms, such as NLRP3 inflammasome, that releases
IL-1pB, IL-18 and Caspase-1, contributing to a systemic inflammatory response. The study of
morphological aspects resulting from fatal COVID-19, through minimally invasive autopsy,
represents an important opportunity for a better understanding of this new disease. With the aim
of characterizing the histopathological aspects and evaluating the NLRP3 inflammasome in
fatal COVID-19, this observational, cross-sectional and unicentric study analyzed 50 cases
samples, collected by minimally invasive autopsy, of patients who died of COVID-19 in the
Eduardo de Menezes - MG Hospital, during the year of 2020. The samples showed high
histological representativeness. The main histopathological lesion observed were diffuse
alveolar damage (64,45%) in the lungs and foci of inflammatory infiltrate in the heart (32,61%),
liver (70%) and kidney (21,4%). In addition, were observed high percentages of ischemic heart
lesions, hepatic steatosis, splenic congestion, and acute tubular injury. The
immunohistochemical expression of NLRP3 showed high reactivity in the lungs, heart and
kidneys, with statistically significant associations of IL-18 (p-value = 0,004) in the lung and of
IL-1B (p-value = 0,002) in the kidney. The results of this study let us to conclude that the
minimally invasive autopsy makes available adequate anatomopathological examination of
death verification, and that fatal COVID-19 has an important systemic inflammatory

component, with participation of the NLRP3 inflammasome.

KEYWORDS: COVID-19; SARS-CoV-2, Inflammasome, NLRP3, Minimally Invasive
Autopsy; Histological Findings.
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1 INTRODUCAO

A pandemia da COVID-19 (Coronavirus disease), declarada pela Organizacdo Mundial da
Saude em margo de 2020 (CUCINOTTA; VANELLI, 2020), como resultado de infeccéo
humana pelo Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) (ZHOU et al.,
2020; GUAN et al., 2020), ainda desafia a vigilancia epidemiologica e impfe ameacas a
organizacéo dos sistemas de satde. Com facil transmissdo entre humanos por via oral, nasal ou
contato direto pela mucosa oral, o virus infecta o hospedeiro fazendo a ligacdo de sua
glicoproteina estrutural tipo spike (proteina S) a enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2)
e a0 TMPRSS2 (CARAMASCHI et al., 2021). Nos casos mais graves, a resposta inflamatoria
do hospedeiro apresenta liberacdo elevada de citocinas pro-inflamatérias, formando a chamada
“tempestade de citocinas” (ZHAO et al., 2021). Este estado pré-inflamatorio sistémico favorece
0 quadro de dano alveolar difuso, indicativo da fase inicial da sindrome respiratdria aguda grave
(SRAG), que € caracterizada por edema pulmonar, formacdo de membrana hialina e presenca
de resposta inflamatdria (FU et al., 2020; L1U et al., 2020; MATTHAY et al., 2019). Além do
trato respiratério, que é usualmente o primeiro sitio a ser lesado pela infeccdo viral, outros

6rgdos também sdo afetados, como coracdo, figado, baco e rins (CARAMASCHI et al., 2021).

Essas alteracGes inflamatorias locais e sistémicas provocadas pela SARS-CoV-2 estdo
associadas a ativagdo do inflamassoma (ZHAO et al., 2021). Os inflamassomas sdo complexos
de proteinas formados no citosol em resposta a diferentes estimulos intra e extra-celulares,
sendo o inflamassoma NLRP3 um dos mais estudados (NAKAJIMA et al., 2013; NAKAJIMA
et al., 2012; DING et al., 2003; ZHAO et al., 2021). Essa via tem como finalidade a liberacéo
de IL-1pB e IL-18, além da Caspase-1, tendo como consequéncia a instauracdo da apoptose
mediada pela inflamagdo (piroptose) das células infectadas e de processos inflamatérios
sistémicos (NAKAJIMA et al., 2013; NAKAJIMA et al., 2012; DING et al., 2003; TAY et al.,
2020). Além disso, outros biomarcadores inflamatorios liberados sdo a interleucina (IL)-6, IL-
10, IL-1B, IL-17 e TNFa, que aumentam progressivamente durante a doenga, particularmente
nos participantes admitidos em terapia intensiva (CHEN et al., 2020). Com essa reacédo
exacerbada, imunomoduladores presentes na corrente sanguinea atingem varios Orgaos,
ocasionando quadro de hiperinflamacdo sistémica que leva as alteracbes hemodinamicas, como
0 choque, e ao 6bito (NAKAJIMA et al., 2013; NAKAJIMA et al., 2012; DING et al., 2003;).
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Por isso, € fundamental o estudo das alteragdes morfoldgicas nos principais érgédos e tecidos
daqueles participantes que foram infectados pelo virus e evoluiram rapidamente para o 6bito,
correlacionando os aspectos clinicos com exames laboratoriais e de imagem (DE CAMPOS;
ROCHA, 2015). Segundo Caramaschi e colaboradores (2020), os achados histopatoldgicos
mais frequentes foram em topografia pulmonar, principalmente quando a presenca do virus leva
ao dano alveolar difuso e suas complicacdes. Os demais 6rgaos também sofrem injuria pela
infeccdo viral, além de haver agressédo pelos efeitos do choque e da tempestade inflamatdria de
citocinas que ocorre durante a infecgédo grave da doenca (CARAMASCHI et al., 2020). Dessa
maneira, a correlacdo entre os achados morfoldgicos e a hiperativacdo do inflamassoma NLRP3
pode fornecer dados que suportam a teoria de que a tempestade de citocinas é uma das
responsaveis pelos danos teciduais e, muitas vezes, pela evolucdo para a sindrome inflamatéria

sistémica e o ébito.

As correlacdes anatomoclinicas, classicamente, sdo realizadas por meio da autopsia e estudo
anatomopatoldgico dos diversos 6rgaos e tecidos, que tém inestimavel valor pedagogico (DE
CAMPOS; ROCHA, 2015; DUARTE-NETO et al., 2019). Entretanto, considerando a
contraindicacdo da autOpsia tradicional durante os primeiros anos da pandemia, com
recomendacdes expressas das instituicfes, entidades e autoridades em salde, baseadas na
epidemia anterior de SARS, a realizacdo de autdpsias classicas — abertas e completas — esta
restrita aos servicos que contam com laboratérios do Nivel de Biosseguranca 3 (LI, et al., 2005).
Alternativamente, considerando-se a importancia da analise das lesdes teciduais para
diagnostico e producdo de conhecimento cientifico, ha a indicagdo e uso correntes na
investigacdo de surtos e epidemias, inclusive no Brasil (WAGENSVELD, et al., 2019), da
realizacdo da autépsia minimamente invasiva por meio de bidpsias percutaneas e analises
histopatoldgica, imuno-histoquimica e molecular das amostras de tecido obtidas (DUARTE-
NETO et al., 2019).

Dessa forma, este trabalho tem como objetivo descrever as alteracfes histopatologicas e avaliar
a participacdo do inflamassoma NLRP3 em casos de COVID-19 grave com desfecho fatal que
foram admitidos e submetidos a autopsia minimamente invasiva em servico de referéncia do

estado de Minas Gerais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 SARS-COV-2 E COVID-19

2.1.1 ASPECTOS CONCEITUAIS

A pandemia da Coronavirus disease (COVID-19), declarada pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) em marco de 2020 (CUCINOTTA, VANELLLI, 2020), é o resultado da infeccéo
humana pelo virus Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) (GUAN,
et al. 2020). Esse virus, com alta capacidade patogénica e que foi responsavel por infectar
milhGes de seres humanos nos dltimos anos, desafia a vigilancia epidemioldgica e impde

ameacas a organizacao dos sistemas de salde.

O SARS-CoV-2 é um Beta-coronavirus da familia Coronaviridae (CALDAS, el al. 2020; HU,
et al. 2021). Ele possui esse nome porque apresenta, ao exame de microscopia eletrénica de
varredura, estruturas de superficie que se assemelham a figura de uma coroa (CALDAS, et al.
2020). Assim como seus semelhantes — Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus
(SARS-CoV) em 2002, e Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus (MERS-CoV) em
2012, que também causaram pandemias no passado, inclusive com apresentacdes de casos fatais
por pneumonia —, 0 SARS-CoV-2 foi capaz de rapidamente infectar nimeros elevados de
humanos em diversas regides do globo, superando os numeros prévios das outras pandemias de
coronaviroses, sendo um agente de alerta para o sistema de saude do século XXI (HU, et al.
2021).

O coronavirus € um virus de RNA, envelopado, que mede 60 a 140 nm de diametro, e tem o
material genético envolvido por um capsideo formado por uma proteina do nucleocapsideo (N)
e trés outras proteinas estruturais: membrana (M), envelope (E) e glicoproteina spike (S), como
mostrado na figura abaixo (CALDAS, et al. 2020; WIERSINGA, et al. 2020; CHAMS, et al.
2020). Esta altima é responsavel por se ligar a um receptor especifico, localizado na membrana
do hospedeiro, o receptor da enzima conversora de angiotensina 2 (angiotensin converting

enzyme 2 — ACE2) (CALDAS, et al. 2020). Presente em diversas células de microrganismos
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complexos, essa ligacdo permite a entrada do virus nas células dos hospedeiros animais
mamiferos, sendo que, dentre os principais, estdo os humanos, morcegos, pangolins, camelos,
dentre outros, além de algumas espécies de passaros (CALDAS, et al. 2020; HU, et al. 2021,
ZHOU et al. 2020).

Figura 1 — Esquema ilustrativo da estrutura do SARS-CoV-2
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Fonte: Retirado de CHOMS, et al. 2020.

Os principais dados epidemiol6gicos sugerem que a via de transmissao do virus é a exposi¢do
de goticulas em contato face a face entre pessoas, durante a fala, tosse ou espirros
(WIERSINGA, et al. 2020). A exposic¢do prolongada em ambientes fechados, com participantes
sintomaticos, também apresenta alto risco de transmissdo (WIERSINGA, et al. 2020). A forma
de transmissdo nosocomial também é bem documentada, sendo uma via de transmissao
alternativa a da comunidade (SHARMA, et al. 2021). Ainda, a via de transmissdo materna,
embora potencial, ndo se mostrou de grande relevancia (SHARMA, et al. 2021). Apos o
primeiro contato, o virus infecta as células do trato respiratério superior (epitélio nasal) e, em
seguida, o trato respiratorio inferior (células bronquicas e pneumacitos dos pulmdes) e/ou 0s
outros sistemas (ZHOU et al. 2020; WIERSINGA, et al. 2020). A capacidade imunologica do
organismo reconhece que o patdgeno pode ser diminuido pela propria agéo do virus, que tem a
capacidade de eliminar os linfdcitos T, causando linfopenia (WIERSINGA, et al. 2020). Dessa
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forma, virtualmente, qualquer pessoa, em todas as idades, pode ser susceptivel a infec¢do pelo
SARS-CoV-2 (HU, et al. 2021). Os principais sintomas e evolugdo da doenca serdo discutidos

com mais detalhes nas sec¢Ges abaixo.

2.1.2 EPIDEMIOLOGIA

Os primeiros casos registrados da COVID-19 foram reportados na provincia de Wuhan, na
China, no final de dezembro de 2019. Eram participantes com sintomas respiratérios e
pneumonia de diversas intensidades, muitas delas graves, e com o equivalente epidemioldgico
de terem estado em um mesmo local, 0 Mercado vivo de Huanan. Com 27 episédios registrados,
a Comissdo Municipal de Salude da cidade de Wuhan notificou a Organizagdo Mundial de Saude
sobre estes casos (HU, et al. 2021). Apos sequenciamento do RNA do virus dos lavados
broncoalveolares dos participantes, a equipe de pesquisadores anunciou que a infeccdo dos
participantes foi causada por um beta-coronavirus em comum (HU, et al. 2021). Com a alta
movimentacdo de pessoas na China, principalmente pela época festiva do ano novo chinés, os
numeros de infectados por esse novo patdgeno cresceu rapidamente, com milhares de casos
positivos em janeiro de 2020. Assim, no dia 30 de janeiro a OMS declarou que o surto do novo
coronavirus era um problema de saude internacional (HU, et al. 2021). Em fevereiro, o antes
chamado “novo coronavirus 2019-nCoV” foi nomeado para SARS-CoV-2 e a doenca causada
por ele nomeada para COVID-19 (HU, et al. 2021; Coronaviridae Study Group of the
International Committee on Taxonomy of Viruses, 2020). Com o aumento expressivo no
namero de casos nesse momento, tanto na China como em diversas outras regides do mundo, a
exemplo da Europa e da América, a OMS declarou, em mar¢o de 2020, a COVID-19, causada
pelo virus SARS-CoV-2, uma pandemia (CUCINOTTA, VANELLLI, 2020).

Ao longo dos anos que se seguiram, mais pessoas foram infectadas, em mais de 216 paises
(SHARMA, et al. 2021). Em geral, os sintomas s&o brandos, como coriza e tosse, mas casos
graves também s&o possiveis, sendo que muitos dos infectados foram a ébito (HU, et al. 2021;
SHARMA, et al. 2021). A taxa de transmissdo calculada do virus é em torno de 3-4 pessoas,
com uma taxa de fatalidade de 1,4% (SHARMA, et al. 2021). Como comparativo com as outras
pandemias por coronaviroses, 0 SARS-CoV, de 2002, tinha uma taxa de transmisséo de 3
pessoas e 10% de taxa de mortalidade; e 0 MERS-CoV, menos de uma pessoa como taxa de
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transmisséo e chegou a 37% de taxa de mortalidade (SHARMA, et al. 2021). Embora esses
ndmeros sejam maiores do que o da atual pandemia, elas foram restritas em uma regido global,
acometendo apenas 26 a 27 paises e com um namero centenas de vezes menor do que a COVID-
19 (SHARMA, et al. 2021).

Varios grupos de pesquisadores mostram que os principais reservatorios do SARS-CoV-2 sdo
mamiferos, principalmente os morcegos de regiGes montanhosas e cavernosas da China
(SHARMA, et al. 2021). Embora também sejam descritos casos de beta-coronavirus em
pangolins da Malasia e China, esses tém transmissdo bem mais rara do que os virus dos
morcegos (SHARMA, et al. 2021; XIAO, et al. 2020). Apoés a transmissdo entre reservatorios
animais e humanos, inicia-se a transmissao entre humanos, como comentado anteriormente, por
goticulas durante a fala, tosse ou espirros, em locais fechados com pessoas sintomaticas ou por

infeccdo nosocomial, principalmente (SHARMA, et al. 2021).

A figura abaixo representa os numeros de casos confirmados ao longo dos anos da pandemia,
desde o primeiro caso até a data de 17 de junho de 2022, em todo 0 mundo. Uma parcela
importante da populacdo ja foi diagnosticada com a doenca, tendo atingido mais de 500.000.000
(quinhentas milhdes) de pessoas, com mais de 6.000.000 (seis milhGes) de dbitos.

Figura 2 — Relag@o dos numeros de casos confirmados da COVID-19 e ¢bitos pela doenga, mundialmente

Globally, as of 5:24pm CEST, 17 June 2022, there have been 535.863.950 confirmed cases of COVID-19, including
6.314.972 deaths, reported to WHO. As of 16 June 2022, a total of 11.902.271.619 vaccine doses have been
administered.
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Fonte: Base de dados da OMS. Disponivel no endereco eletrdnico: https://covid19.who.int/ (acessado em 22 de
junho de 2022, as 17:24)
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Esse gréfico evidencia que os casos, desde 0s primeiros diagnosticos, estiveram em ascensdo
por muito tempo, apresentando algumas épocas de regressao. Em geral, ap0s normas restritivas
mais severas, como o isolamento social e 0 uso de mascaras em todos os ambientes, tem-se a
reducdo do nimero de casos. Também, bem como o surgimento de muta¢des que levam as
novas variantes, geralmente elevam-se a taxa de transmissdo do virus, o que aumenta 0s
numeros de casos diagnosticados, embora, nesse mesmo movimento, a taxa de letalidade tende
a decair (IKBEL, 2021; ZHOU, et al. 2021). Vale ressaltar que a taxa de letalidade da doenca
manteve-se elevada durante todo o periodo, iniciando uma tendéncia de queda mais importante
nos Ultimos semestres, apenas (IKBEL, 2021; ZHOU, et al. 2021).

A figura abaixo revela os dados relativos também ao nimero de casos confirmados e de dbitos

pela COVID-19, mas agora no territorio brasileiro:

Figura 3 — Relagdo dos nimeros de casos confirmados da COVID-19 e 6bitos pela doenca, no Brasil
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Fonte: Base de dados da OMS. Disponivel no endereco eletrénico:

https://covid19.who.int/region/amro/country/br (acessado em 22 de junho de 2022, as 17:28)

No caso do Brasil, até 0 momento da escrita deste trabalho, foram mais de 30.000.000 (trinta
milhdes) de casos confirmados e quase 670.000 (seiscentos e setenta mil) obitos pela doenca.
Esses dados séo expressivos, tendo em vista a populacéo brasileira. O crescimento do nimero
de casos e de queda seguiu a tendéncia mundial, da mesma forma, com queda expressiva dos
casos apds a implementacgdo de restricdes de contatos, isolamento social e uso de méscara; e

aumento quando essas normas séo afrouxadas ou com o surgimento de novas variantes mais


https://covid19.who.int/region/amro/country/br

22

contaminantes. Uma tendéncia de aumento na taxa de mortalidade chama ateng&o no primeiro
semestre de 2022, mas houve répida desaceleragdo, tanto dos 6bitos quanto dos novos casos

confirmados.

Por fim, como uma das técnicas utilizadas para a redu¢do do nimero de novos casos e,
principalmente, da taxa de mortalidade da doenca, as vacinas foram desenvolvidas como forma
de apresentar uma resposta imune ao organismo, sem a necessidade de se infectar pelo
coronavirus (IKBEL, 2021; ZHOU, et al. 2021). As vacinas, com diversas técnicas
imunoldgicas, foram implementadas no ano de 2021 no Brasil e foram capazes de diminuir
tanto o nimero de casos quanto a agressividade da infec¢do, reduzindo, dessa forma, a
mortalidade. Com isso, foi possivel aliviar certas formas de restricdo social, embora a
contaminacdo e novos casos registrados ainda estejam presentes em todo o mundo (IKBEL,
2021; ZHOU, et al. 2021; SHARMA, et al. 2021).

2.1.3 CLINICA, SINTOMAS E EVOLUCAO

O SARS-CoV-2 tem a capacidade de infectar pessoas de qualquer grupo de idades. Tanto 0s
participantes sintomaticos quanto aqueles na fase pré-sintomatica ou assintomaticos séo
capazes de transmitir o virus para um outro organismo (MEHTA, et al. 2021). O periodo de
incubacdo da COVID-19 pode variar de 2 até 14 dias, com a média de 3 dias (MEHTA, et al.
2021; KAKODKAR, et al. 2020). Na maioria dos casos de COVID-19, a doenca tende a
apresentar-se com sintomas brandos a moderados, com o maior risco de complicagcdes ou casos
graves em participantes acima dos 65 anos de idade e/ou com comorbidades, como diabetes
melitus, hipertensdo arterial sistémica, doengas coronarianas e outras doengas cronicas
(MEHTA, et al. 2021; JIN, et al. 2020). Além disso, estudos mostram que a doenca tende a ser
mais grave em homens do que em mulheres (TAY, et al. 2020).

O principal 6rgéo a ser afetado por esse coronavirus € o pulméo, mas qualquer outro érgdo pode
ser alvo dessa infeccdo, de forma direta ou por agresséo pela resposta imune desregulada
(MEHTA, et al. 2021). Apoés a exposigdo do organismo por goticulas contaminadas, o virus

infecta, inicialmente, as células do epitélio da mucosa respiratoria do nariz e faringe, seguido
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pela migracdo do virus para o parénquima pulmonar (MEHTA, et al. 2021; ZHOU et al. 2020;
WIERSINGA, et al. 2020). O virus utiliza da sua proteina spike de membrana para se ligar ao
receptor da ACE2 da célula do hospedeiro, possibilitando a infeccdo, por isso, as células do
trato respiratorio, as células endoteliais, da mucosa intestinal e do parénquima renal (ricas nesse
tipo de receptor) sdo os principais alvos a serem infectados (MEHTA, et al. 2021; ZHOU et al.
2020; WIERSINGA, et al. 2020). Com isso, esses 6rgdos que sdo mais afetados justificam os
principais sinais e sintomas apresentados pelos participantes. Além disso, a depender do grau
de agressdo e da resposta imune do hospedeiro (vide topico abaixo), as apresentagdes mais

brandas ou mais severas afetam o paciente.

Os principais sinais e sintomas de um paciente com suspeita de COVID-19 sao: febre, tosse
(geralmente seca), fadiga, producdo de secrecdo, dispneia (dificuldade respiratdria), dor de
garganta, calafrios, congestdo nasal e hemoptise (MEHTA, et al. 2021). Alguns participantes
evoluem para a forma grave, com dano agudo pulmonar, sindrome da angustia respiratoria e
choque séptico (MEHTA, et al. 2021). Em geral, o tempo de evolucdo entre o inicio dos
sintomas, surgimento da dispneia, internacdo hospitalar e a complicacdo para a sindrome da
angustia respiratoria aguda é, em média, de 7 dias (KAKODKAR, et al. 2020).

Os sintomas do trato respiratorio se iniciam logo nos primeiros dias, geralmente como irritacéo
da mucosa nasal, tosse seca ou dispneia. Quando a dispneia é intensa e diminui a saturacdo em
ar ambiente do paciente para menos de 93%, pode haver necessidade de internacdo e suporte
ventilatorio (invasivo ou ndo invasivo), sendo que, em geral, a oxigenagdo por pressao positiva
mostra bons resultados clinicos em grande parte dos participantes (MEHTA, et al. 2021). O
achado radiolégico tipico da infeccdo do SARS-CoV-2 no parénquima pulmonar € o aspecto
em vidro fosco e opacidade bilateral, evidenciado ao exame de tomografia computadorizada do
torax (GUAN, et al. 2020). Esse achado de imagem tem concordancia com o dano que o virus
causa nas celulas do parénquima pulmonar, com o achado de dano alveolar difuso ao exame
microscopico (ver adiante). A possibilidade de exacerbacdo do quadro por infeccdes
secundarias, como pneumonias bacterianas, pode complicar ainda mais a situacdo de satde do
paciente. Enquanto os sintomas pulmonares sdo 0s que podem levar o paciente facilmente a
internacdo, complicacdes e oObito, os sintomas no nariz, garganta e ouvidos sdo 0S mais
frequentes em consultas médicas por queixas de COVID-19 (MEHTAR, et al. 2021). Nestes,
sdo descritos irritacdo da garganta, rinorreia, congestdo nasal, edema das tonsilas palatinas e

alargamento dos linfonodos cervicais; de forma peculiar, em alguns grupos de participantes ha
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anosmia (perda de olfato) e/ou disgeusia (perda de paladar) (GUAN, et al. 2020; MEHTAR, et
al. 2021).

O sistema cardiovascular pode ser afetado de forma direta pela agressao do virus, pela resposta
inflamatoria da infeccdo, pela tempestade de citocinas (ver adiante), danos metabdlicos,
rupturas de placas e altera¢@es isquémicas por eventos tromboembdlicos, efeitos de tratamentos
por drogas ou alteracBes secundarias por hipoxia, insuficiéncia respiratoria ou hipovolemia
(BANSAL, 2020; MEHTAR, et al. 2021).

O sistema gastrointestinal apresenta como principais sintomas anorexia, diarreia, vomitos e
dores abdominais. Como é possivel identificar a presenca do material genético do virus nas
fezes de participantes, infere-se que o virus consegue infectar as células da mucosa
gastrointestinal, também pelos receptores ACE2 expressados por elas (PAN, et al. 2020;
MEHTAR, et al. 2021). A elevacao de enzimas aminotransferases (AST e ALT) indicam que
pode haver lesdo hepatica associada a COVID-19, possivelmente por dano hepatotéxico as
drogas, injuria hepatica por hipoxia ou faléncia maltipla de 6rgdos e a inflamacédo sistémica
(PAN, et al. 2020; MEHTAR, et al. 2021).

O parénquima renal € rico em receptores da ACEZ2, por esse motivo, ha elevado risco de o virus
infectar as células renais com facilidade, como os poddcitos e as células do epitélio tubular
(MEHTAR, et al. 2021; CHAMS, et al. 2020). Também, de forma indireta, danos secundarios
endoteliais podem levar a lesdo dos poddcitos e, consequente, injaria renal aguda (MEHTAR,
et al. 2021). De formas semelhantes aos outros 6rgaos, danos indiretos da lesdo renal podem
ser hipoxia, tempestade de citocinas, rabdomidlise, efeito nefrotoxico das drogas e infec¢bes
secundarias. Com isso, 0s principais sintomas de lesGes renais sdo: proteindria, hematuria,
uremia, elevacdo da creatinina e piora da filtracdo glomerular (CHENG, et al. 2020). Por fim,
0s participantes pos-transplantados renais estdo em uma situacdo mais complicada, uma vez
que estdo imunossuprimidos, podem apresentar pouca sintomatologia, como febres mais baixas,
com piores quadros clinicos, em geral com piora da funcdo renal e maiores necessidades de

necessidade de ventilagdo mecénica com altos indices de mortalidade (MEHTAR, et al. 2021).

O SARS-CoV-2 tém a capacidade de infectar as células ganglionares do bulbo olfatério e, dessa
forma, ou pela via hematogénica, infectar o sistema nervoso central dos participantes. Apds

isso, a les@o de celulas neuronais e células da glia podem ser observados, o que justificaria 0s



25

principais sintomas do sistema nervoso central. Destes, os mais descritos sdo: cefaléia,
confusdo, delirio, anosmia ou hiposmia, disgeusia ou ageusia, status mental alterado, ataxia e
convulsdes. Associado aos eventos tromboembolicos, acidentes vasculares cerebrais podem ser
encontrados; e associado a hipdxia generalizada, encefalopatia hipoxico-isquémica pode ser
observada. Outras apresentacOes do sistema nervoso, podem incluir: encefalopatia viral,
meningites, Sindrome de Guillain-Barré, Sindrome de Miller Fisher, dentre outros (MEHTAR,
et al. 2021).

Nos outros sistemas, podemos observar sinais de conjuntivite, espectro variado de alteragdes
cuténeas, sendo o exantema e rash maculopapular. No sistema muscular, observam-se fadiga
e/ou quadros de rabdomidlise com elevacOes de creatinina-kinase, principalmente nos casos
mais graves e com faléncia maltipla dos érgdos (MEHTAR, et al. 2021). Em relacdo ao sistema
hematoldgico, a doenca desencadeia inflamacéo sistémica e, ocasionalmente, a tempestade de
citocinas (discutidas abaixo). Ha& reducdo na contagem de leucéticos, com linfopenia,
leucopenia e trombocitopenia. Quando ha leucocitose, em geral, pode haver alguma infec¢édo
secundaria associada. Quando em casos graves, coagulacdo intravascular disseminada (CIVD)
pode acontecer (MEHTAR, et al. 2021). Huang e colaboradores (2020), mostram que ha
elevacdo de interleucina (IL)-6, IL-1B, IFNy, dentre outras citocinas, o que condiz com a

inflamacdo sistémica dos participantes e risco de desenvolver a tempestade de citocinas.

A associacdo entre os piores desfechos e participantes com diabetes melitus € bem descrita por
diversos autores em toda a literatura médica nos Gltimos anos. Outras doencas endécrinas ou
grupos especiais, como criangas, gestantes e participantes imunocomprometidos s&o
enquadrados como participantes com maiores riscos de complicag¢fes da doenca (MEHTAR, et
al. 2021). Por fim, qualquer paciente pode evoluir com envolvimento multissisttmico, com
piora do quadro clinico, danos a érgdos alvo e, inclusive, o ébito (MEHTAR, et al. 2021;
CHAMS, et al. 2020).
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2.14 RESPOSTA IMUNE DO HOSPEDEIRO

Inicialmente, quando o virus infecta 0 organismo, ha tropismo para as células do epitélio
respiratorio superior e inferior, tais como mucosa nasal, bronquial e alveolar (pneumacitos)
(WIERSINGA, et al., 2021). Dessa maneira, 0 SARS-CoV-2 liga a sua estrutura viral, a
proteina spike (S), no receptor ACE2 da célula do hospedeiro. Este € clivado pela protease
serina transmembrana do tipo 2 (type 2 transmembrane serine protease - TMPRSS2),
permitindo a ativacdo da proteina S e o processo de endocitose do virus para o citosol celular.
Portanto, a maior avidez do virus estd relacionada as células com maior quantidade de
receptores da ACE2 e TMPRSS2, que participam do processo de internalizagdo viral no
organismo do hospedeiro, das células de maior relevancia para esta patologia, destacam-se 0s
pneumacitos do tipo Il. (WIERSINGA, et al., 2021).

Na infec¢do pelo SARS-CoV-2, o sistema imune inato é ativado ao reconhecer os padrdes
moleculares associados aos patdgenos (PAMPSs) e os padrées moleculares associados ao dano
(DAMPs) com auxilio dos receptores de reconhecimento de padrdes (PPRs), deste ultimo, 0s
receptores Toll-like (TLR) e NOD-like, embora ndo os Unicos, sdo grande importancia (e serao
discutidos na secdo abaixo). A forma mais frequente para a liberacdo dos DAMPs, e
consequente ativacdo dessas vias inflamatorias, é a piroptose (TAY, et al. 2020). A presenga
do material genético do virus dentro do citoplasma celular, bem como seu mecanismo de
replicacéo, ativa diversas vias e cascatas de sinaliza¢do intracelular por fatores de transcrigéo,
como o fator nuclear - kappa B (NF-kB), e fatores reguladores de interferon (IRFs) que
desencadeiam esse processo de apoptose mediada pela inflamacdo (TAY, et al. 2020;
BHARDWA, et al., 2022).

Assim, com essa indugdo do sistema imune inato e adaptativo estimula-se a secrecdo de
citocinas inflamatérias, como a IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, INF-y, proteina induzida pelo
interferon y (IP-10) e proteina-1 quimioatrativa de macrofagos (MCP-1) (SOKOLOWSKA, et
al., 2020; BHARDWAJ, et al., 2022). Estas, atuam atraindo as células inflamatorias, como
linfocitos, mondcitos e neutrofilos até o local da infecgdo que sdo capazes de eliminar o
patogeno do organismo, além de produzir mais citocinas no local. Em especial, a concentracao
de IL-1p esta elevada e associada fortemente a pacientes com maior intensidade de piroptose

celular (HUANG, et al., 2020; TAY, et al. 2020). H& casos em que se tém uma desregulacao
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do sistema imune, com excesso de producdo das citocinas pro-inflamatorias, o que favorece a
lesBes pulmonares e que pode causar insuficiéncia respiratoria, ou lesdes em outros 6rgéos alvo,
vista em diversos casos graves de COVID-19 (PERLMAN; DANDEKAR, 2005;
BHARDWAJ, et al., 2022). Nestes casos graves, 0 excesso de citocinas e células inflamatorias
geram um estresse oxidativo local, lesando o tecido que gera a perda de funcdo do 6rgéao
(PERLMAN; DANDEKAR, 2005; BHARDWAJ, et al., 2022).

Um dos mecanismos que o virus utiliza para conseguir evadir do sistema imune é suprimindo
a resposta do interferon antiviral do tipo 1, que é uma via fundamental para a inibicdo da
replicacdo viral e eliminac&o do patégeno. Embora ela seja uma das primeiras linhas de defesa,
capaz de prevenir a disseminacdo do virus pelo organismo, sdo descritos baixos niveis dessa
molécula em pacientes com COVID-19 grave (BHARDWA, et al., 2022).

Em relacdo a imunidade adaptativa, as células (linfocitos) T participam da resposta imune do
hospedeiro contra o virus, sendo detectadas por volta da primeira semana dos sintomas (TAY,
et al. 2020). As células CD8+ sdo fundamentais, atacando as células infectadas pelo virus, mas
as CD4+ também tém sua relevancia, recrutando as citotoxicas, além de expressar IFNy, TNF
e IL-2, principalmente (TAY, et al. 2020). As células B, da mesma forma que as T, aparecem
na primeira semana de infec¢do, tipicamente em resposta a proteina N e em seguida a proteina
S do virus. Dessa maneira a producdo de anticorpos contra essas proteinas, tendo papel
fundamental na resposta imune do hospedeiro (TAY, et al. 2020). Entretanto, a COVID-19
também pode apresentar linfopenia pois, além das células epiteliais, 0 SARS-CoV-2 pode
infectar células do sistema imune, como os linfécitos T, o que leva a desregulagdo no IFN,
apoptose e piroptose induzidas por citocinas, hemofagocitose, sequestro de linfécitos nos
pulmdes ou outros orgaos, redu¢do da hematopoiese da medula 6ssea e dano aos orgaos

linfoides.

Nos casos mais avanc¢ados da doencga, quando a replicagdo viral esta acelerada, o dano a barreira
alvéolo-capilar pode se intensificar, causando o dano alveolar difuso, associado a liberacao
aumentada de citocinas inflamatorias e intenso influxo de mais monoécitos e neutrofilos
(WIERSINGA, et al., 2021). Essa lesdo pulmonar pode provocar eventos tromboticos e
microtrombdticos, sendo os trombos venosos, tromboembolismo pulmonar e arterial eventos

possiveis e graves para os pacientes (WIERSINGA, et al., 2021). Ainda, ¢ possivel que ocorra
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ativacdo fulminante da cascata de coagulacdao e consumo desses fatores, desencadeando o

quadro de CIVD (WIERSINGA, et al., 2021).

Portanto, de forma geral, enquanto o virus tem capacidade replicativa em praticamente qualquer
tecido, provoca-se intenso dano celular, principalmente endotelial e epitelial que produz/libera
no organismo uma grande quantidade de citocinas pro-inflamatorias (MEHTAR, et al. 2021).
Estas, atraem e ativam neutrofilos que, em grande quantidade e com certa disfuncao, podem
levar a “tempestade de citocinas” (MEHTAR, et al. 2021). A diminuicdo da funcdo da ACE2 e
do sistema renina-angiotensina aumentam o quadro inflamatorio, levando ao quadro de sepse,
insuficiéncia respiratéria com SRAG, eventos tromboembdlicos e faléncia de maltiplos érgéos
como eventos graves, por vezes fatais, de pacientes com COVID-19 (MEHTAR, et al. 2021).
Por fim, como o estado inflamatorio e rico em citocinas influencia a resposta imune do
hospedeiro e a capacidade, ou ndo, de controlar a intensidade dela, outras comorbidades
subjacentes, como doenca cardiovascular, hipertensdo, diabetes melitus, obesidade, sindrome
metabolica, doenca pulmonar, doengas neurodegenerativas, imunodeficiéncias, doenga renal,
lesdao hepatica, entre outras, estdo associadas a maiores riscos de complicac¢des da infecgao pelo
SARS-CoV-2 (FELSENSTEIN, et al., 2020; MEHTAR, et al. 2021; WIERSINGA, et al.,
2021).

2.1.5 TEMPESTADE DE CITOCINAS E SINDROME DA RESPOSTA

INFLAMATORIA SISTEMICA

A tempestade de citocinas € um termo abrangente que descreve a desregulacdao imunoldgica do
organismo, com apresentacao clinica sistémica e que cursa com inflamacéo de multiplos 6rgéos,
podendo levar a faléncia deles e até o Obito, caso ndo seja tratado corretamente
(FAJGENBAUM, et al., 2020). O sintoma mais frequentemente encontrado é a febre, mas o
paciente pode apresentar fadiga, anorexia, dores de cabeca, rash cutaneo, diarreia, artralgia,
mialgia e alterages neuropsiquiatricas, ou seja, sinais de inflamacéo ou lesdo em mais sistemas
além daquele que apresenta o sitio inicial da lesdo (FAJGENBAUM, et al., 2020). Rapidamente
0s casos podem evoluir com alteracbes da coagulagédo, com CIVD, hemorragias, dispneia,

hipoxemia, hipotensdo, desbalango homeostatico, choque e morte. Em se tratando do sistema
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respiratdrio, a injdria pulmonar pode levar ao DAD e SRAG com insuficiéncia respiratéria
grave (HUANG, et al., 2020). Outro sistema muito afetado é o renal, sendo a injdria renal, com

insuficiéncia deste 6rgdo, um grave dano a saude do paciente (FAJGENBAUM, et al., 2020).

A resposta imune inicial contra a infeccdo do SARS-CoV-2 em geral, é controlada e efetiva,
entretanto, caso a replicacéo viral seja exacerbada ou se o proprio organismo responde a injuria
de uma forma acentuada, ha liberacdo desregulada de citocinas pro-inflamatdrias, causando a
hipercitocinemia (BHASKAR, et al., 2020). As citocinas que podem ser encontradas em
elevadas concentracdo séo, principalmente: IFN-y, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, TGF-B, dentre
outras (BHARDWAJJ, et al., 2022). Além dessas, segundo Bhardwaj e colaboradores (2022),
ao estudar o plasma dos pacientes com COVID-19, foram encontradas, também, elevacdo das
IL-2, IL-7, IL-10, MCP-1 e fator de necrose tumoral a. Em especial, o aumento da IL-6, causa
uma hiperamplificacdo do NF-kB que mantém esses niveis inflamatorios elevados, causando
maior risco de mortalidade para os pacientes (HOJYO, et al., 2020). Portanto, essa quantidade
e qualidade de citocinas liberadas de forma desreguladas, corrobora o nome da “tempestade de

citocinas”.

Esse evento atrai diversas células do sistema imune, especialmente os mondcitos e linfdcitos
para os pulmdes ou para o 6rgdo que esteja mais afetado (BHASKAR, et al., 2020). Essas
células, entdo, irdo produzir e secretar ainda mais citocinas, tendo como principais as IL-1p, IL-
6, TNF-a, também muito associadas aos pacientes com quadros mais complexos (BHASKAR,
et al., 2020; BHARDWA, et al., 2022). Isso gera um feedback positivo superestimulando a
liberacdo dessas citocinas, levando a leséo tecidual no local da inflamagdo (TAY, et al. 2020).
A piroptose é mostrada como um evento importante na patogénese das lesdes na COVID-19,
pois nela ha liberacdo e estimulo de grande quantidade de citocinas pré-inflamatorias,
principalmente a IL-1p e associagdo com a ativagédo do inflamassoma NLRP-3 (BHASKAR, et
al., 2020). De certo modo, quanto mais células sdo lesadas, mais resposta inflamatdria sera
provocada, atraindo mais células do sistema imune que irdo produzir mais citocinas, causando
esse ciclo de estimulagdo descontrolada com excesso de citocinas no organismo e,

possivelmente, lesdes a distancia.

Além da liberag&o de citocinas, a ativagao do complemento que leva a uma disfungéo endotelial,
ativa fatores da coagulacdo, o que leva a eventos tromboembdlicos. Os neutréfilos também séo

recrutados e ativados, tendo a NETose como uma das principais vias de resposta e dano ao
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organismo, inclusive, reforcando a ativagdo das vias intrinsecas e extrinsecas da coagulacao.
(PEREIRA; PASCOAL-XAVIER, 2021)

Assim, esse excesso de citocinas que alcanca a corrente sanguinea levara a disfuncdo endotelial,
dano vascular e desregulacdo metabdlica, causando lesdes em multiplos 6rgdos, como danos ao
miocardio e a circulagdo, insuficiéncia renal, encefalopatia, eventos tromboembolicos, dentre
outros (BHASKAR, et al., 2020; TAY, et al. 2020; WIERSINGA, et al., 2021). Dessa forma,
havendo lesdes em oOrgdo alvo em diversos sistemas, desencadeada por processos
inflamatorios/infecciosos, tem-se conceitualmente a Sindrome da Resposta Inflamatéria
Sistémica (SIRS) (MARIK; TAEB, 2017).

A SIRS, como estado mais grave do paciente com COVID-19, geralmente se apresenta como
febre persistente, sem sitio estabelecido, associado a sinais de envolvimento multisistémico
(RAMOS-CASALS, et al., 2021). Como diversos sistemas podem estar envolvidos, €
necessaria grande atencdo da equipe assistencial para poder fazer o pronto diagnéstico e iniciar
as possiveis linhas de tratamento, voltadas principalmente a reduzir os sintomas e 0s danos das
lesbes (RAMOS-CASALS, et al., 2021). Como a tempestade de citocinas € um dos substratos
patoldgicos para explicar o inicio e manutencdo da SIRS, tém se visto respostas promissoras ao
reduzir a intensidade de inflamacao e a concentragéo de interleucinas circulantes no paciente
(BHASKAR, et al., 2020).

2.1.6 INFLAMASSOMA NLRP3

Os inflamassomas sdo um grupo de complexos proteicos intracitoplasmaticos de células do
sistema imune que s&o formados a partir de uma resposta a um dano celular ou infeccdo e
mediam a ativacdo de caspases inflamatorias (SCHRODER; JURG, 2010; BROZ; DIXIT,
2016). A iniciacdo do inflamassoma ocorre quando a ativacdo do receptor de padrdo de
reconhecimento (PPR — patter-recognition receptor) em resposta, em geral, a algum padrao
molecular associado ao patégeno (PAMPs — pathogen-associated molecular patterns), ou a
alguma leséo endogena celular, aciona a clivagem proteolitica da pro-caspase-1 em caspase-1

e esta converte as pro-interleucina-1p e pro-iterleucina-18 nos seus respectivos ativados (HE,
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et al., 2016; BROZ; DIXIT, 2016). Essas interleucinas sdo potentes mediadores pro-
inflamatorios, participando de diversos mecanismos inflamatdrios, como a quimiotaxia de
células imunes e liberacdo de INF-y, além de induzir a piroptose, uma forma litica de morte
celular programada (HE, et al., 2016; BROZ; DIXIT, 2016).

A estrutura basica dos inflamassomas apresenta um receptor de padrdo de reconhecimento
(PPR), o sensor e um adaptador (ASC — apoptosis-associated spec-like proten containing
CARD) que séo capazes de ativar a enzima cisteina protease, no caso a caspase-1 (HE, et al.,
2016). Dos inflamassomas descritos, 0 NLRP3, também conhecido como criopirina, € um dos
mais estudados por sua relevancia no estudo do padrdo de resposta inflamatéria a infecgdes
bacterianas e virais, além de outros processos, como metabdlicos ou neoplasicos (SCHRODER,;
JURG, 2010; VEERDONK, et al., 2011; ZHAO, et al., 2021).

A ativacdo classica do inflamassoma tem o modelo baseado em dois sinais, conforme a figura
4, abaixo (HE, et al., 2016; ZHAO, et al., 2021). O Sinal 1 (a preparacao) depende da presenca
de moléculas do patdgeno ou de citocinas enddgenas que ativam o fator de transcricdo NF-xB
e estimulam a sintese do NLRP3 e da pro-1L-1p, principalmente. Depois, o Sinal 2 (ativacéao),
que depende de um leque de estimulos (ATP, toxinas, RNA viral intracitoplasmatico, dentre
outros), ha a ativagdo diretamente da cascata do inflamassoma NLRP3 (HE, et al., 2016). Para
gue essa etapa seja ativada e mantida, a maioria dos estimulos do NLRP3 induzem efluxo
suficiente de K* do citoplasma para o meio extracelular. Além disso, sinais de calcio causam
disfuncdo mitocondrial, mecanismo que também ativa esse complexo de proteinas (ZOETE, et
al., 2014). A soma desses sinais intracelulares tém como objetivo converter a pro-Caspase-1
em caspase-1 que possui a capacidade de clivar as pro-interleucinas em citocinas ativas, no caso
alL-1B e IL-18 (HE, et al., 2016).
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Figura 4 — Esquema da ativacéo do inflamassoma NLRP3
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Legenda: Nesta figura, a parte da esquerda mostra a fase de iniciacdo do primeiro sinal, em que ha estimulo por
um PAMP ou DAMP, iniciando a ativacdo. Ao lado direito, é possivel observar o passo 2 da ativagdo, com
clivagem da pro-caspase-1 para caspase-1, 0 que converte a pro-interleucina em interleucina. A caspase também
€ responsavel por causar disfuncdo mitocondrial com inicio do processo de piroptose da célula infectada.
Fonte: retirado de ZHAO, et al., 2021.

Enquanto os produtos do inflamassoma (interleucinas IL-1p e IL-18) contribuem
fundamentalmente para a resposta do hospedeiro contra agentes infecciosos, recrutando células
inflamatorias, predominantemente macréfagos, linfocitos e neutréfilos, por exemplo
(VEERDONK, et al., 2011). A Caspase-1 apresenta outra funcdo: iniciar o processo de
piroptose, ou a apoptose mediada pela inflamacdo (SWANSON, et al., 2019; ZHAO, et al.,
2021). Esta, quando ativada, aumenta a permeabilidade da parede da mitocdndria, com
liberacdo dos produtos de espécies reativas de oxigénio (ROS), iniciando o processo de
apoptose (HE, et al., 2016). Dessa forma, a célula que esta infectada pelo patdgeno, ao entrar

em morte celular programada, também elimina esse agente.

No caso da infeccdo pelo SARS-CoV-2, a possivel forma de ativacdo do inflamassoma € pela
via canonica (RODRIGUES, et al., 2020; ZHAO, et al., 2021). Sendo mostrado, por Chen e
colaboradores (2019), que a producéo viral de viroporina pode diretamente ativar o NLRP3

celular do hospedeiro; e Pan e colaboradores (2021) também evidenciaram a ativacdo do
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infalamassoma pela proteina viral N. Assim, de forma direta ou por outros eventos
sinalizatdrios e/ou moleculares intracelulares, como efluxo de potéssio, fluxo de calcio, ROS,
danos mitocondriais ou rupturas de vesiculas lisossomais, acontece o inicio da cascata de
reacOes que ativam a caspase e as interleucina relacionadas (RODRIGUES, et al., 2020; ZHAO,
et al., 2021). Como a interacdo viram e de suas proteinas estruturais com as células do
organismo podem ativar o NLRP3, este inflamassoma tem se mostrado relevante como
mecanismo de piroptose e mediacdo inflamatoria em pacientes infectados pelo virus SARS-
CoV-2 (RODRIGUES, et al., 2020; ZHAO, et al., 2021).

Como consequéncia desse evento, a producéo final de interleucina IL-1p e 1L-18 facilitam a
formacéo da tempestade de citocinas, com liberacdo de IL6, IL-8, IL-10, IL-RA, TNF-a ¢ outras
citocinas pro-inflamatdrias (como discutido anteriormente) (ZHAO, et al., 2021; TAY, et al.
2020). A ativacdo do inflamassoma pode afetar diretamente diversos 6rgdos: no caso do
pulm&o, em que a presenca dessas citocinas ativa plaquetas, células endoteliais e neutrdfilos,
lesando a barreira alvéolo-capilar, proporcionando o DAD; no caso do coracgdo, ha disfuncédo
endotelial, miocardite e danos as miocélulas; no sistema nervoso, as citocinas podem atravessar
a barreira hematoencefélica, atraindo mondcitos para o neurépilo, além disso, a propria
inflamacéo sistémica pode levar a eventos de neurodegeneracdo pelo estresse oxidativo da
disfuncdo mitocondrial e apoptose (RODRIGUES, et al., 2020; ZHAO, et al., 2021; TAY, et
al. 2020).

2.2 ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS DA COVID-19 E AUTOPSIA

MINIMANENTE INVASIVA

O conhecimento da anatomia humana e de como as doencas alteram a morfologia do organismo
foram adquiridos ao longo da historia por meio da dissecacdo de corpos apds o 6bito, as
autopsias (DE CAMPOS; ROCHA, 2015). Apos a segunda guerra mundial os patologistas,
agentes responsaveis pelas necropsias hospitalares, ficaram reconhecidos por diversas
descobertas para a ciéncia e para o entendimento do mecanismo de morte dos pacientes (DE
CAMPOS; ROCHA, 2015). Dessa maneira, com 0 surgimento de doengas emergentes, este

estudo das alteracdes morfoldgicas de pacientes que foram a obito por elas, ajuda a entender
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COmo 0s processos patoldgicos atuam neste organismo e, com isso, é possivel planejar métodos

de diagndstico e tratamento mais eficazes.

No final do ano de 2019, a pandemia do novo coronavirus teve seu inicio e com ela, novos
desafios para o sistema de satde. Devido ao seu alto risco de contagio, o exame tradicional de
autopsia foi contraindicado na maioria dos locais, com exce¢do dos centros com nivel de
biosseguranca 3 (Li, et al., 2005). Este nivel, que apresenta areas consideradas limpas, semi
contaminadas e contaminadas, com filtros especiais, controle de presséo de cada sala e fluxo de
ar laminar, contém a seguranga minima necessaria para que os profissionais (técnicos de
necropsia e patologistas, por exemplo), possam exercer as técnicas necessarias do estudo das
autopsias (L1, et al., 2005). Como h& uma escassez desse tipo de espaco em grandes centros de
salde no Brasil, novas técnicas para a realizacdo de necrdpsia ganham espaco (DUARTE-
NETO, et al., 2019; MONTEIRO, et al., 2020). E neste cenario que o uso da coleta de material
post-mortem por meio de agulhas grossas, guiada por exames de imagens, a autdpsia
minimamente invasiva (MIA, do inglés minimally invasive autopsy) se torna uma alternativa
com resultados relevantes (DUARTE-NETO, et al., 2019; MONTEIRO, et al., 2020)).

O procedimento da autdpsia minimamente invasiva é realizado, geralmente, por um patologista
com o auxilio de um técnico, mas radiologistas, médico intensivistas ou outras especialidades
também podem participar da técnica (CASTILLO, et al.,2015; WAGENSVELD, et al., 2019).
Nela, sdo colhidas amostras de coracdo, pulmao, figado, baco, rins e qualquer outro 6rgao ou
area de interesse, guiados por aparelho de ultrassonografia e podem ser coletadas fluidos ou
liquidos de cavidades, quando necessario (CASTILLO, et al.,2015). Outros métodos de
imagem, como a ressonancia magnética (RM), tomografia computadorizada (TC) e a prépria
radiografia também podem ser métodos de auxilio para a coleta das amostras, quando
disponiveis nos centros hospitalares (BLOKKER, et al., 2018; WAGENSVELD, et al., 2019).
Em geral, utiliza-se agulha de 14 ou 16 Gauge, guiados pelo método de imagem de escolha,
para a coleta do material, podendo ser de uma localizacéo pré-estabelecida ou em alguma area
suspeita de lesdo, uma condensagdo pulmonar, por exemplo (CASTILLO, et al.,2015). Apos
essa coleta, os materiais sdo processados com as técnicas laboratoriais para exame histoldgico
tradicional e, por fim, seguem o fluxo de analise e diagndstico para a confecgdo do laudo
anatomopatoldgico da necropsia (CASTILLO, et al.,2015; WAGENSVELD, et al., 2019).
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Embora as autopsias convencionais (AC) sejam consideradas o padrdo-ouro para diagnésticos
post-mortem, a MIA € uma alternativa confiavel, principalmente em regides com alto risco de
doencas infectocontagiosas (DUARTE-NETO, et al., 2019; CASTILLO, et al., 2016). De
forma geral, os achados colhidos nas amostras da MIA, em comparacdo com as AC foram
suficientes para o diagndstico semelhante, bem como os materiais sdo suficientes para estudos
moleculares, quando necessario (BLOKKER, et al., 2018; DUARTE-NETO, et al., 2019). A
MIA apresenta alto indice de sensibilidade de diagnosticos de causas de morte, principalmente
guando métodos de imagem tipo TC ou RM séo associados a ultrassonografia e, principalmente,
quando embasadas com dados clinicos completos (BLOKKER, et al., 2016; FERNANDES, et
al., 2019). Inclusive, durante o surto de febre amarela, no ano de 2018, em S&o Paulo foram
performadas MIA em pacientes que foram a ébito pela febre hemorragica, sendo apresentado
100% de concordéancia entre os resultados da autopsia minimamente invasiva e do método
convencional na determinacdo da causa do 6bito e da causa base do paciente (DUARTE-NETO,
etal., 2019).

Dessa maneira, para entender como a infeccdo do virus agride o organismo humano e com base
nos estudos de necrdpsia de pacientes que foram a 6bito pela COVID-19, os principais achados
histopatoldgicos descritos na literatura serdo descritos abaixo.

O principal 6rgdo afetado pela infeccdo do SARS-CoV-2 é o pulméo, apresentando
majoritariamente o dano alveolar difuso (DAD) (CHAMS, et al., 2020; WIERSINGA, et al.,
2021; PEREIRA; PASCOAL-XAVIER, 2021). Este 6rgdo é rico em receptores da ACE2, o
que favorece ainda mais o risco e a intensidade das leses (MEHTAR, et al., 2021). Esta leséo
apresenta-se em diversos estagios, sendo que na fase inicial ha edema, espessamento difuso da
parece alveolar, com formacdo de membrana hialina revestindo a parede alveolar que perdeu
parte dos pneumocitos do tipo 1, depésito de fibrina e infiltrado inflamatorio
predominantemente de mononucleares (CHAMS, et al., 2020; WIERSINGA, et al., 2021;
PEREIRA; PASCOAL-XAVIER, 2021). E geralmente nesta fase e por conta dos aspectos
morfolégicos descritos, que ao exame de imagem pela TC, apresenta o aspecto em “vidro fosco”
e é nessa fase que ha maior risco para o desenvolvimento de SRAG (WIERSINGA, etal., 2021).
Ha& hiperplasia de pneumaocitos do tipo 2, na fase proliferativa, com formacdo de tecido de
granulacio e proliferagdo dos fibroblastos (CHAMS, et al., 2020; BOSMULLER, et al., 2021;
PEREIRA; PASCOAL-XAVIER, 2021). Na fase final ou fibrotica, observa-se organizacao da

fibrina, com fibrose de padrao cicatricial obstruindo os alvéolos, o que restringira a troca gasosa
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(CHAMS, et al., 2020; BOSMULLER, et al., 2021; PEREIRA; PASCOAL-XAVIER, 2021).
Também sdo possiveis encontrar inclusdes nucleares virias, presenca de megacariocitos e
eventos vasculares, como focos de endotelialite e vasculite, congestdo, trombos e
microtrombos, hemorragia intralveolar e areas de necrose (BOSMULLER, et al., 2021;
VALDIVIA-MAZEYRA, et al.,2021). Ainda, a presenca de infec¢des secundérias, como
pneumonia lobar ou broncopneumonia iré ser caracterizada por intenso infiltrado inflamatorio
polimorfonuclear e exudato no interior dos alvéolos (PEREIRA; PASCOAL-XAVIER, 2021)

No sistema circulatério, o achado macroscépico mais tipico foi a hipertrofia ventricular, com
dilatacdo predominantemente das cavidades direitas (MONDELLDO, et al., 2021; TABARY, et
al., 2020). Microscopicamente ha infiltrado inflamatério de mononucleares focal e edema
(MONDELLO, et al., 2021). Outras alteracbes, como areas de fibrose cicatricial antiga,
trombose coronariana ou placas de ateroma também sdo descritos (MONDELLO, et al., 2021;
TABARY, et al., 2020).

No sistema urinario, o achado histolégico mais frequente é o dano tubular agudo (ou necrose
tubular aguda — NTA) (MONDELLDO, et al., 2021). O SARS-CoV-2 pode infectar diretamente
as cé€lulas dos glomérulos, causando glomerulopatias, sendo encontrada a glomerulopatia
colapsante, um tipo distinto de glomeruloesclerose segmentar ¢ focal (PEREIRA; PASCOAL-
XAVIER, 2021). A presenca de infiltrado inflamatorio intersticial, microangiopatia trombdtica,
granulos de hemossiderina e fibrose também podem ser avaliados (MONDELLO, et al., 2021,
TABARY, et al., 2020; CARAMASCHI, et al., 2021). Outras lesdes secundarias a outros
processos, como pielonefrite aguda e atrofia tubular, podem ser encontradas (MONDELLO, et

al., 2021).

No figado, sdo observadas degeneracdo dos hepatdcitos, com necrose focal, o que explicaria a
elevacdo de aminotransferases em alguns pacientes com COVID-19, congestdo com possiveis
microtrombos, fibrose do trato portal e infiltrado inflamatério misto com ou sem atividade de
interface (TABARY, et al., 2020). A presenca de colestase, proliferacdo ductular, hipertrofia
de células de Kupffer e eventos vasculares e/ou tromboticos também podem ser apreciadas
(MONDELLDO, et al., 2021; CARAMASCHI, et al., 2021). Alem disso, em frequentes casos,
observam-se areas de esteatose hepética, de padrdo macrogoticular, em geral de intensidade
leve a moderada (MONDELLO, etal., 2021; PEREIRA; PASCOAL-XAVIER, 2021). No trato

gastrointestinal, a presenca de infiltrado inflamatorio pode ser observada em correspondéncia a
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infeccdo do virus, mas também foram relatados casos de isquemia mesentérica secundaria a
infec¢do do SARS-CoV-2 (MONDELLDO, et al., 2021; TABARY, et al., 2020; PEREIRA;
PASCOAL-XAVIER, 2021).

No sistema nervoso, foram encontradas particulas virais do SARS-CoV-2 no lobo frontal, nas
células endoteliais e no liquido cefalorraquidiano (LCR) (TABARY, et al., 2020; PEREIRA,;
PASCOAL-XAVIER, 2021). Morfologicamente, raramente observa-se infiltrado inflamatorio
ou dano celular, mas pode-se encontrar areas de hemorragia na substancia branca e formagao
de ndodulos de células microgliais ativadas (TABARY, et al., 2020; PEREIRA; PASCOAL-
XAVIER, 2021).

A pele pode apresentar uma pletora de achados ao exame clinico e histologico, variando desde
exantemas virais até manifestagdes de vasculopatia (MONDELLO, et al., 2021; TABARY, et
al., 2020). Histologicamente, pode haver dermatite com atividade dermo-epidérmica,
vacuolizacdo dos ceratindcitos basais (espongiose) e focos perivasculares e perianexiais de
infiltrado inflamatorio mononuclear, predominantemente linfocitario (TABARY, et al., 2020;
PEREIRA; PASCOAL-XAVIER, 2021). Em casos graves da infecgdo, também podem ser
encontrados necrose da epiderme e anexos cutaneos e microtrombos de fibrina (PEREIRA,;

PASCOAL-XAVIER, 2021)

No sistema imune, o baco apresenta importante diminui¢do da polpa branca, com atrofia
linfocitaria e reducao da populacao de linfocitos B, areas de hemorragia da polpa vermelha e
figuras de hematofagocitose virus (MONDELLO, et al., 2021; TABARY, et al., 2020;
PEREIRA; PASCOAL-XAVIER, 2021). A medula Ossea geralmente esta apresenta
hipercelularidade e aumento dos focos de mielopoiese e linhagem megacariocitica
evidenciando alteragdes de maturagdo virus (MONDELLO, et al., 2021; TABARY, et al., 2020;
PEREIRA; PASCOAL-XAVIER, 2021.

Por fim, nos sistemas genitais e placenta, o SARS-CoV-2 foi encontrado no sémen e,
histologicamente observam-se células inflamatorias, predominantemente linfocitos, no
intersticio testicular, bem como aumento das células de Sertoli e redugado das células de Leydig
(MONDELLO, et al. 2021; PEREIRA; PASCOAL-XAVIER, 2021). Na placenta, sdo

observados infiltrado inflamatdrio misto, rico em neutréfilos e mondcitos, no espago subcorial
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e no corddo umbilical, microtrombos, vasculopatia e focos intervilosos de deposicao de fibrina

(TABARY, et al., 2020; PEREIRA; PASCOAL-XAVIER, 2021).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Caracterizar aspectos histopatoldgicos e o inflamassoma NLRP3 na COVID-19 fatal.

3.2 ESPECIFICOS

A- Caracterizar as lesdes patoldgicas em amostras de pulméo, coracdo, figado, baco e rins
coletadas por autopsia minimamente invasiva;

B- Detectar 0 SARS-CoV-2 em amostras de tecido por imuno-histoquimica;

C- Avaliar a expressdo de integrantes do inflamassoma NLRP3 por imuno-histoquimica;

D- Correlacionar aspectos clinicos e histopatologicos com o inflamassoma NLRP3.
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4 METODOLOGIA

4.1 APRECIACAOETICA

Este trabalho de mestrado representa parte do projeto APM-COVID-19 - Estudo
anatomopatologico de fatores prognosticos da COVID-19 fatal por meio da autopsia
minimamente invasiva, que estad aprovado pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP), pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP) e Comités de Etica em
Pesquisa (CEP) centros coparticipantes, com o numero identificador CAAE:
31585420.6.0000.5149 e o numero do parecer: 4.085.663. O estudo seguiu todas as normas de
pesquisas envolvendo seres humanos contidas na Resolucéo 466 de 2012 do Conselho Nacional
de Saude. Conforme a Resolugcdo CNS 466/12 e, em respeito a Lei da Biodiversidade (Lei
13.123), declara-se que este trabalho ndo contempla acesso ao patrimonio genético (PGN). O
projeto recebeu apoio financeiro do Programa INOVA FIOCRUZ, por meio do Edital INOVA
Geracdo de Conhecimento. A outra parte do projeto foi destinada a defesa de mestrado de
Barbosa (2022), em trabalho desenvolvido no Programa de Pés-graduacdo em Ciéncias da
Saude do Instituto René Rachou / FIOCRUZ Minas e intitulado “Estudo clinicopatolégico de
fatores prognosticos da COVID-19 fatal”.

4.2 TIPO DE PESQUISA

Trata-se de estudo primario, unicéntrico e observacional, do tipo transversal e descritivo,
realizado no Centro de Tratamento Intensivo do Hospital Eduardo de Menezes (HEM) —
FHEMIG, Servico de Imuno-histoquimica do Instituto René Rachou — FIOCRUZ Minas e
Departamento de Anatomia Patoldgica da Faculdade de Medicina da UFMG, com periodo de
inclusdo de participantes para a coleta dos materiais, por meio da autdépsia minimamente

invasiva, entre os meses de junho e novembro do ano de 2020.
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4.3 POPULACAO DE ESTUDO

O trabalho incluiu participantes, apds consentimento livre e esclarecido autorizado pelos seus
familiares, admitidos no HEM-FHEMIG com suspeita clinica ou diagnostico confirmado de
COVID-19 e que foram notificadas aos sistemas de vigilancia epidemiol6ogica da SMS/PBH e
SES/MG, por meio de testes moleculares ou sorolégicos, e que evoluiram para 6bito durante
internacdo hospitalar. O projeto incluiu participantes com idade superior a 18 anos que foram
admitidos no Centro de Tratamento Intensivo do Hospital Eduardo de Menezes (HEM) -
FHEMIG.

Como critérios de exclusdo, ndo foram incluidos os seguintes participantes: gestantes;
participantes soropositivos para HIV/AIDS; e participantes portador de doenca cronica

terminal.

Considerando estudos prévios internacionais e nacionais para validagdo do procedimento
minimamente invasivo, bem como defini¢cdes dos indices epidemioldgicos no contexto da
pandemia COVID-19 durante a coleta de dados para o trabalho, foi obtida amostra de

conveniéncia de 50 participantes.

44 DELINEAMENTO DO ESTUDO

4.4.1 PROCEDIMENTO DA AUTOPSIA MINIMAMENTE INVASIVA

O procedimento minimamente invasivo de amostragem post-mortem de tecidos e liquidos
corporais, com 0 auxilio de técnicas de imagem, foi recentemente validado como alternativa
para investigacdo ou verificacdo da causa do 6bito em contexto hospitalar, com disponibilidade
de informacOes clinicas e acesso a alteraces morfologicas dos oOrgdos afetados sem a
complexidade de uma autopsia tradicional aberta (LI, et al. 2005; DUARTE-NETO, et al. 2019;
BLOKKER, et al. 2018; CASTILO, et al. 2016; PALHARES, et al. 2019). Devido ao elevado
risco de contagio e as contraindicagdes para a realizacdo de autopsias tradicionais durante 0s

primeiros anos da pandemia do SARS-CoV-2, essa técnica mostrou-se uma alternativa para 0s
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centros que ndo dispunham das normas de biosseguranga minimas exigidas, o Nivel de
Biosseguranga 3. Neste trabalho, o procedimento fez uso de agulhas de padrdo TRU CUT ou
Coaxial 14 Gauge e, em casos necessarios, 16 Gauge, para puncdo e biopsias localizadas dos
Orgdos e tecidos: pulmdes bilateralmente, coracéo, figado, rins bilateralmente e baco. O tipo e
as principais caracteristicas das diferentes agulhas utilizadas no procedimento minimamente
invasivo para cada biopsia em particular, além dos locais de pun¢do e o nimero indicado de
amostras estdo resumidos na Tabela 1 (FERNANDES, et al. 2019). O procedimento foi
orientado por ultrassonografia portatil, que permitiu melhor localizacéo e avaliacdo dos 6rgaos,
bem como a indicagdo/orientacdo das topografias para as coletas do material (areas de leséo e
areas de coleta padrdo, como seguem as informacbes da tabela). A equipe do CTI do
HEM/FHEMIG, membros da equipe do projeto (um radiologista e um intensivista), realizaram
estes procedimentos de acordo com o fluxo interno do hospital e recomendacbes da
coordenacdo da unidade (WAGENSVELD, et al. 2019; BLOKKER, et al. 2018). O tempo ap06s
a declaracdo de Gbito do paciente e a coleta das amostras ndo excedeu 30 minutos, tendo em
vista a necessidade de agilidade na liberacdo dos leitos de CTI durante o periodo com maior
numero de internacbes da pandemia e permitindo que o material esteja em sua forma mais

viavel possivel para fixacdo e anélise destas.

Tabela 1 — Caracteristicas das biopsias teciduais no procedimento minimamente invasivo dos érgaos alvo

do projeto
Tecido Agulha Gauge Comprimento Local Frasco
(mm) formol 10%
Coracdo  Automatica 14 100 Puncéo 5° espago intercostal da 2 cilindros

regido toracica esquerda

Pulmdo D  Automética 14 100 Puncdo espacos intercostais da 4 cilindros
regido tordcica direita

Pulmdo E  Automética 14 100 Pungdo espacos intercostais da 4 cilindros
regido toracica esquerda

Figado Manual 14 115 Pungdo 11° espaco intercostal 4 cilindros
na linha axilar anterior direita

Rim D Automatica 14 160 Puncéo na area lombar superior 4 cilindros
a direita

Rim E Automatica 14 160 Puncdo area lombar superior a 4 cilindros
esquerda

Baco Automatica 14 160 Puncdo 11°espaco intercostal na 4 cilindros

linha axilar lateral direita
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Legenda: as topografias das coletas, de acordo com cada érgdo alvo, suas respectivas agulhas e suas
caracteristicas sdo mostradas nesta tabela. A orientagdo padrao para coleta foi mantida em todas as coletas,
entretanto houve casos em que mais coletas puderam ser realizadas quando, ao exame de imagem, fosse
identificada mais lesdes nestes 6rgaos.

Fonte: elaborado pelo autor

Em seguida a coleta, as bidpsias foram encaminhadas ao Laboratorio de Imunologia de Doencas
Virais, que conta com Nivel de Biosseguranca 2, e Servi¢o de Imuno-histoquimica, ambos da
FIOCRUZ Minas, para processamento tecidual e confeccdo de laminas histologicas para
coloracéo histoquimica (HE e coloragGes especiais) e ensaios imuno-histoquimicos, conforme
recentes evidéncias cientificas sobre o procedimento (BLOKKER, et al. 2016; PALHARES, et
al. 2019; FERNANDES, et al. 2019; CASTILLO, et al. 2015).

4.4.2 EXAME HISTOPATOLOGICO E CRITERIOS DE ANALISE

As laminas histologicas com cortes teciduais seriados e corados pelas técnicas histoquimicas
HE, PAS, Grocott, Giemsa e Reticulo foram analisadas para descricao e classificacao das lesdes
histopatolégicas observadas, segundo parametros das lesdes patoldgicas gerais. Para isso, as
laminas histoldgicas, de cada topografia coletada, foram escaneadas e suas imagens virtuais
analisadas, via programa de computador CASEVIEWER da empresa 3DHISTECH, por meio
de critérios de adequabilidade do material e de lesGes comuns em revisdes da literatura de
processos patolégicos semelhantes. As analises foram realizadas pelo autor e seu orientador,
bem como por uma equipe de patologistas professores da UFMG, seguindo os critérios pré-

estabelecidos acima.

Os principais critérios de adequabilidade foram baseados em aqueles pré-estabelecidos para
cada tecido, na literatura, em estudos de doencas prévias. O termo “representatividade” sera
usado quando a amostra cumpriu 0s critérios estabelecidos na literatura e aqueles pre-
estabelecidos pela equipe deste trabalho, ou seja, quando a amostra foi “bem sucedida”, esta
“adequada” e “suficiente” para analise histologica e imuno-histoquimica. A tabela abaixo
(tabela 2) mostra os critérios utilizados, com cada referéncia, para a avaliacdo de
representatividade dos tecidos coletados por meio da técnica da autdpsia minimamente

invasiva.
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Tabela 2 — Critérios de representatividade de acordo com a topografia/érgao

Orgao Critério de representatividade Referéncias
Coracéo Presenca de tecido cardiaco ou leséo SUVARNA (Ed.), 2019
Pulméo Presenca de parénquima pulmonar ou lesdo CORRIN, ANDREW, 2011
Figado Contagem de 10 ou mais tratos portais CHOLONGITAS, et al. 2006

Rins Contagem minima de 15 a 20 glomérulos LUCIANO, MOECKEL, 2019
Baco Presenca de paréngquima esplénico TABARY, et al. 2020

Legenda: padronizagéo dos critérios para andlise de representatividade das amostras. Foram utilizadas
referéncias em artigos cientificos e livros texto consolidados que descrevem, em bidpsias in vivo, os critérios
minimos para considerar a amostra representativa do 6rgdo para o diagndstico de processos patoldgicos.

Fonte: elaborado pelo autor.

Além dos critérios acima, utilizando a funcdo de medida do CaseViewer, foram medidos todos
os comprimentos e larguras (sendo calculado o valor da area) dos fragmentos examinados.
Tendo cumprido com os critérios de representatividade, os processos patologicos foram
avaliados e quantificados. Para cada topografia, as lesbes mais tipicas foram catalogadas e
organizadas, fazendo uso de um sistema de graduacdo binario (presente ou ausente) ou
qualitativo (ausente, discreto, moderado e acentuado), conforme a necessidade. Assim, do
pulméo foram avaliados: dano alveolar difuso, edema intersticial alveolar, infiltrado linfocitario
intersticial, hiperplasia reativa de pneumdcitos, células gigantes multinucleadas,
megacariocitos capilares alveolares, microtrombos vasculares arteriolares, espessamento
intersticial alveolar, hemorragia alveolar pulmonar, vasculite necrotizante, vasculite ndo
necrotizante, inflamacdo bronquiolar e brénquica, broncopneumonia acuta (aspiracdo ou
infeccdo secundaria), broncopneumonia acuta (NOSa) e pneumonia organizante. Para o
coragdo, foram analisadas: miocardite, necrose focal de midcitos, infiltrado inflamatério
miocardico focal, miocardite borderline, cardiomiopatia inflamatéria, macréfagos intersticiais,
alteracdes isquémicas, infarto do miocardio, edema intersticial, infiltrado linfocitario
epicardico, trombose arterial microvascular e trombose venosa microvascular. Para o figado,
foram avaliados: congesté@o centrolobular, figado do choque, esteatose, necrose e apoptose de
hepatocitos, infiltrado linfocitario e colestase. Para o bago, foram avaliados: hemorragia e
congestdo, hemofagocitose, trombose arterial e vasculite, hemorragia da polpa vermelha,
granuloma necrotizante, deplecéo linfocitaria, atrofia da polpa branca, necrose do parénquima
e esplenite aguda. Por fim, as anélises do rim foram: necrose tubular aguda, nefrite intersticial,
lesdo endotelial e microtrombos, necrose cortical, infarto, rabdomidlise e acumulos de

pigmentos tubulares, glomerulopatia colapsante, glomerulonefrite e pielonefrite.
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4.4.3 EXAME IMUNO-HISTOQUIMICO

Para a detec¢do imuno-histoquimica do SARS-Cov-2 nas amostras de tecido, foi empregado o
produto Coronavirus pan Monoclonal Antibody (FIPV3-70) na dilui¢do de 1/100 em PBS. Para
0 estudo imuno-histoquimico dos integrantes do inflamassoma NLRP3, foram realizadas as
avaliacdes dos alvos IL-1B, IL-18, Caspase 1 e NLRP3. Todos 0s anticorpos sdo provenientes
do fabricante Santa Cruz Biotechnology e apresentam especificagdes conforme descri¢des da
Tabela 3.

Tabela 3 — Anticorpos utilizados para marcagéo imuno-histoquimica do inflamassoma

Anticorpo primério Marcacao Clone Fabricante
Anti-IL1B Interleucina 1B 2h12: sc-130323 Santa Cruz Biotechnology, INC
Anti-1L18 Interleucina 18 H173: sc-7954 Santa Cruz Biotechnology, INC
Anti-Caspase 1 Caspase 1 14F468: sc-56036 Santa Cruz Biotechnology, INC
Anti-NLRP3 NLRP3 Cryopyrin-H-66: sc-66846  Santa Cruz Biotechnology, INC

Fonte: elaborado pelo autor

As laminas com cortes parafinados de 4 um dos blocos de tecido serdo desparafinizadas em
xilol e reidratadas em alcool. A recuperacdo da antigenicidade foi feita pelo aquecimento a 90°C
no vapor por 20 minutos em solucdo tampé&o 10mM Tris EDTA (pH 9,0) e em solucdo tampéo
de citrato de sodio (pH 6,0). A coloragdo para imuno-histoquimica foi feita com os anticorpos
primarios diluidos em PBS. A peroxidase enddgena foi bloqueada e as Idminas foram lavadas
em solucdo tampdo. Foram adicionados 100 pL do anticorpo primario, na diluicdo informada,
por 50 minutos, em temperatura ambiente em cadmara Umida. Por fim, os cortes foram lavados
com PBS e incubados com Novolink Polymer Detection Systems Kit (Leica Biosystems), de

acordo com as especificacdes do fabricante.

Na andlise da imuno-histoquimica anti-coronavirus, a imunorreatividade foi considerada
detecc¢do positiva. As analises de estudo imuno-histoquimico do inflamassoma NLRP3, quando
qualitativos, avaliaram, para cada anticorpo, a intensidade e o percentual da imunorreatividade

de marcacéo, de acordo com os parametros da tabela, abaixo:
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Quadro 1 — Critérios de intensidade e percentual de analise das amostras de imuno-histoquimica

Intensidade Percentual
0 Ausente 0 Ausente
1 Leve ou uma cruz (+) 1 Menor que 25%
2 Moderado ou duas cruzes (++) 2 Menor que 50%
3 Intensa ou trés cruzes (+++) 3 Menor que 75%

| 4 Menor ou igual a 100%
Legenda: modelo de analise das intensidades. Ao analisar a lamina pela técnica de imuno-histoquimica esses

escores foram utilizados para o escore final que foi usado nos calculos estatisticos de positividade ou
negatividade de cada anti-corpo.
Fonte: adaptado de MENDES et al., 2020.

Para as analises de estudo imuno-histoquimico, quando semi-quantitativos, um escore foi
estabelecido, baseado no percentual e intensidade da imunomarcagdo (TAKANO, et al. 2016).
Dessa forma, multiplicamos os graus de intensidade da marcagdo com o percentual de tecido
positivo, conforme a tabela 4, abaixo. Os valores em menores do que 3 séo considerados
expressdo “basal” (destacados em azul na tabela abaixo) e os valores iguais ou acima de “4”
foram considerados com ‘“hiperexpressdao” (destacados em vermelho na tabela). Sendo assim,
interpretados, finalmente, como “hiperexpressao” (1) e expressdo “basal” (0). Foram utilizadas,
para controle negativo da reacdo imuno-histoquimica, peles de mamoplastia que apresentam
negatividade para hiperexpressdao dos reagentes citados acima; e para os controles positivos,
foram utilizadas peles com diagndstico positivo para hanseniase que, de forma ja esperada, ja

apresentara positividade para os anticorpos do estudo.

Quadro 2 — Critérios de escore final da analise das amostras de imuno-histoquimica

Percentual
Intensidade 0 1 2 3 4
0 0 0 0 0
1 0 1 2
2 0 2
3 0 3

Legenda: modelo de andlise dos escores finais das analises de imuno-histquimica.
Fonte: adaptado de MENDES et al., 2020.
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4.5 ANALISE DOS DADOS

Os resultados histopatolégicos e imuno-histoquimicos obtidos por meio das avalicbes dos
materiais foram armazenados em planilhas eletrénicas utilizando o programa EXCEL. Este
material foi submetido as analises estatisticas descritivas, comparativas e de acuracia
utilizando-se os softwares Minitab 17 e GraphPad Prism versdo 6.00. Para analises
comparativas foi empregado o teste T de Student para dados paramétricos e o teste de Mann
Whitney para dados ndo paramétricos, além do teste de Analise de Variancia (ANOVA),
seguido pelo pds-teste de Tukey, para dados paramétricos e o teste de Kruskal-Wallis, seguido
pelo pos-teste de Dunns para dados ndo paramétricos. Correlacdes entre pardmetros clinico-
laboratoriais e os parametros fenotipicos da doenca foram avaliadas pelos testes de Correlagédo
de Pearson ou Spearman. A analise de regressdo linear multipla foi utilizada para investigar a
associacdo entre a gravidade da COVID-19 e as alteracGes histopatoldgicas. Essas analises
multivariadas foram realizadas usando a funcdo R (Project for Statistical Computing Version
3.0.1). As diferencas estatisticamente significativas sdo consideradas quando o valor de p for

menor que 0,05.
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5 RESULTADOS

O estudo avaliou amostras de 50 participantes que foram coletadas em procedimentos de
autopsia minimamente invasiva no Centro de Terapia Intensiva do Hospital Eduardo de
Menezes - FHEMIG.

Conforme demonstrado na dissertacdo de Barbosa (2022), os participantes foram internados no
hospital com diagndstico confirmado de sindrome respiratoria de etiologia por SARS-CoV-2,
tendo os dados dos prontuarios colhidos para a analise epidemiolégica. Dagueles pacientes que
foram ao o6bito, a idade média foi de 65 anos, variando de 60 a 76 (tabela 4), e eram
majoritariamente do sexo masculino (n=26; 52%) (tabela 5). As comorbidades mais prevalentes
foram: 41 (82%) dos 50 participantes informaram hipertensao arterial sistémica, 27 (54%) dos
50 informaram Diabetes Mellitus, 26 (56,5%) de 46 eram obesos (0 IMC néo foi registrado e 0
dado - Obesidade - foi informacao escrita no prontuério do participante por membros da equipe
profissional assistente) e, na sequéncia, doencas pulmonares e cardiovasculares (tabela 6).

Tabela 4 — Caracteristicas demogréficas dos participantes — proporc¢éo de idade entre os participantes

Caracteristicas (n = 50) Mediana (Q1-Q3)
Idade (anos) 65 (60 - 76)

Legenda: distribuicdo de idade entre os participantes do estudo. A idade mediana dos pacientes foi de 65 anos
de idade.
Fonte: BARBOSA, 2022.

Tabela 5 — Proporc¢ao entre os sexos dos participantes

Sexo (n =50) n %
Masculino 26 52,0
Feminino 24 48,0

Legenda: distribuicao entre os géneros dos pacientes. E possivel notar uma discreta predominancia de pacientes
do sexo masculino entre os participantes do estudo.
Fonte: BARBOSA, 2022.
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Tabela 6 — Proporcéo das comorbidades dos participantes

Comorbidades (%6Sim) sim %

DM (n =50) 27 54

HAS (n = 50) 41 82

Obesidade (n = 46) 26 56,5
DPOC (n =49) 9 18,4
Asma (n = 49) 3 6,1
Tabagismo (n = 48) 2 4,2

Doenca Pulmonar geral (n = 50) 14 28

Doenca Coronariana prévia (n = 50) 5 10

Insuficiéncia cardiaca prévia (n = 50) 7 14

Arritmia (n = 49) 4 8,2

Doenca cardiaca prévia (n = 50) 11 22

AVC prévio (n =50) 5 10

Doenga Renal cronica (n = 48) 4 8,3

Doenga hepética cronica (n = 50) 1 2

Legenda: tabela com as propor¢des de comorbidades de participantes do estudo. Doengas como diabetes
melitus, hipertensao arterial sistémica e obesidade estiveram entre as comorbidades mais encontradas nos
pacientes. Outras doencas, destacando-se aquelas que afetam o trato respiratorio, como doenga pulmonar
obstrutiva crénica, asma e tabagismo, também foram encontradas nos participantes.
Fonte: BARBOSA, 2022.

De cada participante foram colhidas amostras dos seguintes 6rgaos: pulmao direito, pulméo
esquerdo, coragéo, rim direito, rim esquerdo e bago. Assim que os materiais foram processados
e as laminas escaneadas, foram avaliadas a representatividade histologica e as lesGes

histopatoldgicas.
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5.1 VALIDACAO DO PROCEDIMENTO DA AUTOPSIA MINIMAMENTE

INVASIVA (MIA)

5.1.1 REPRESENTATIVIDADE HISTOLOGICA

Considerando os critérios de avaliagdo de representatividade das amostras, as amostras de
pulméo direito e esquerdo foram consideradas, em sua maioria, representativas para o estudo

histopatolégico (Tabela 7).

Tabela 7 — Pulmdo direito e esquerdo: quantidade de amostras representativas

Pulma&o direito Pulmé&o esquerdo
Representatividade n  Percentual (%) n  Percentual (%)
Sim 43 86 42 84
Néo 7 14 8 16
Total 50 100 50 100

Legenda: tabela com as quantidades de amostras e suas porcentagens em relagéo a representatividade ou ndo. As
amostras foram representativas em 86% e 84% nos pulmdes direito e esquerdo, respectivamente.

Fonte: elaborado pelo autor

Dentre as 50 amostras coletadas de pulmao direito, 43 (86%) foram representativas. Um nimero
muito semelhante foi alcancado com as amostras de pulméo esquerdo, sendo 42 (84%)
representativas. Aquelas que ndo foram representativas nos pulmdes direito (n = 7) e esquerdo
(n = 8), ndo foram analisadas morfologicamente devido a inexisténcia de fragmentos de

parénquima pulmonar.

As amostras de coracdo também foram majoritariamente representativas. O grafico abaixo

mostra as quantidades e percentuais da representatividade das amostras cardiacas.
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Gréfico 1 — Coragdo: quantidade de amostras representativas

Representatividade
No

M sm

45, 90,0%

Legenda: as amostras de coracdo apresentaram-se majoritariamente representativas. Dessa forma, a analise
histolégica e estatistica pode ser realizada em 45,9% das amostras.

Fonte: Elaborado pelo autor

Das amostras de fragmentos cardiacos, tivemos 45 (90%) dos 50 casos representativos.

As amostras de parénquima hepatico apresentaram a maior representatividade, com 49 (98%)

casos representativos, como mostrado no gréafico abaixo.
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Gréfico 2 - Figado: quantidade de amostras representativas

Representatividade
Néo
1; 2,0% Ml sm

49; 98,0%

Legenda: as amostras de figado apresentaram-se majoritariamente representativas. Dessa forma, a analise
histolégica e estatistica pode ser realizada em 49,98% das amostras.

Fonte: elaborado pelo autor.

Para a andlise de representatividade do figado, foram utilizados os critérios de quantidade
minima de tratos portais, pré-estabelecidos anteriormente (Vide METODOLOGIA — Exame
Histopatoldgico e Critérios de Andlise, paginas 42-44). A distribuicdo da contagem dos tratos

portais nas amostras de figado esta representada no Gréafico 3.
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Gréfico 3 — Figado: distribuicdo de frequéncia de quantidade dos tratos portais nos fragmentos
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Legenda: a quantidade de tratos portais é fundamental para a avaliagdo de representatividade de uma
bidpsia hepatica. Neste grafico, é possivel notar que a maioria dos casos possui 10 ou mais tratos portais, o que é
considerado como uma amostra suficiente para a analise das alteracfes hepaticas.

Fonte: elaborado pelo autor

Pelo grafico, foi possivel notar que a maioria dos casos apresentou mais do que os 10 tratos
portais preconizados para considerar a amostra como representativa. O nimero minimo nas
amostras foi de 3 tratos portais e a contagem méaxima de 30 tratos portais. A média da contagem
de todos os casos foi de 13,4 tratos portais, com o desvio padrao dos casos em 5.5 tratos portais.

O bago obteve 35 (72,92%) de amostras representativas de 48 amostras colhidas. O gréfico

abaixo ilustra a representatividade desse 6rgdo no trabalho.
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Gréfico 4 — Bago: quantidade de amostras representativas

Representatividade
Nao

[l sm

13 27,1%

35 72,9%

Legenda: as amostras de esplénicas apresentaram-se majoritariamente representativas. Dessa forma, a analise
histologica e estatistica pode ser realizada em 72,9% das amostras.

Fonte: elaborado pelo autor

As amostras dos rins, direito e esquerdo, também apresentaram elevada representatividade. O
rim direito obteve mais amostras representativas, chegando a 40 (80%) amostras, enquanto 0

rim esquerdo obteve 34 (68%) das amostras como representativas.

Tabela 8 — Rins direito e esquerdo: quantidade de amostras representativas ou ndo

Rim direito Rim esquerdo
Representatividade n  Percentual (%) n  Percentual (%)
Sim 40 80 34 68
Né&o 10 20 16 32
Total 50 100 50 100

Legenda: tabela com as quantidades de amostras e suas porcentagens em relagdo a representatividade ou ndo. As
amostras foram representativas em 80% e 68% nos rins direito e esquerdo, respectivamente.

Fonte: elaborado pelo autor

Nas amostras do rim direito, a contagem de glomérulos corroborou o critério de
representatividade do parénquima renal. O Grafico 5 detalha a distribuicdo de frequéncia das

quantidades de glomérulos encontradas nas amostras das biopsias renais.
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Grafico 5 — Rim direito: distribuicdo da frequéncia da contagem de glomérulos

10

Distribuigdo da frequéncia (%)
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Legenda: assim como nas amostras hepaticas, em que a quantidade de tratos portais é fundamental, a quantidade
de glomérulos mostra a representatividade do parénquima renal disponivel para avaliagéo histolégica minima.
Neste grafico, é possivel notar que a maioria dos casos de amostras do rim direito possui a0 menos 16 ou mais

glomérulos, dado suficiente para analise das maiorias dos processos patologicos renais.

Fonte: elaborado pelo autor

Da contagem de glomérulos das amostras do rim direito, a contagem minima foi de 1 glomérulo
no fragmento estudado e a contagem maxima foi de 66 glomérulos. A média desses valores foi
de 24,86 glomérulos amostrados, nimero maior que o critério adotado para classificagdo das

amostras como representativas.

Em relacdo a contagem de glomérulos do rim esquerdo, o Grafico 6 detalha a frequéncia de

distribuicdo das quantidades dessas estruturas nas amostras de biopsias renais.
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Gréfico 6 — Rim esquerdo: distribuicéo da frequéncia da contagem de glomérulos

Distribuigdo da frequéncia (%)

0 10 20 30 40 50 60 70
Glomérulo

Legenda: assim como nas amostras hepaticas, em que a quantidade de tratos portais é fundamental, a quantidade
de glomérulos mostra a representatividade do parénquima renal disponivel para avaliagéo histolégica minima.
Neste grafico, é possivel notar que a maioria dos casos de amostras do rim esquerdo possui ao menos 10 ou mais
glomérulos, dado suficiente para analise das maiorias dos processos patologicos renais.

Fonte: elaborado pelo autor

Da contagem de glomérulos das amostras do rim esquerdo, a contagem minima também foi de
1 glomérulo no fragmento estudado e a contagem maxima chegou a 70 glomérulos. A média
desses valores foi de 8 glomérulos amostrados, com desvio padrdo que chega a 5,4 glomérulos.
Esse valor médio de glomérulos também superou o critério indicado de representatividade das

amostras para analise morfolégica.

5.1.2 NUMERO DE FRAGMENTOS

Do nimero médio de fragmentos por 6rgdo, o pulméao direito apresentou uma média de 11,52
fragmentos com desvio padrdo de 7,86 fragmentos; e o pulmédo esquerdo média de 11,93

fragmentos, com desvio padrdo de 8,30 fragmentos. Os valores minimos e maximos de
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fragmentos do pulmdo direito foram de 1 e 26, respectivamente. No pulméo esquerdo, os
valores minimos e méximos 1 e 29 fragmentos, respectivamente. O coracdo apresentou média
de 9,98 fragmentos, com desvio padrdo de 6,5 e valores minimos e maximos de 1 e 22,
respectivamente. A amostra de figado teve média de 9,8 fragmentos, com desvio padréo de 5,8
e nimero minimo e maximo de 2 e 21 fragmentos, respectivamente. O bago revelou média de
14,46 fragmentos, desvio padrdo de 8,42 e valores minimos e méximos de 8 e 36
respectivamente. Por fim, as amostras renais: o rim direito teve média de 9,4 fragmentos, com
desvio padrdo de 6,3, e valores minimos e maximos de 1 e 23 fragmentos, respectivamente; e
o rim esquerdo 8.5 fragmentos de média, 5,4 de desvio padréo e 1 e 22 fragmentos de valores
minimos e maximos respectivamente. O Grafico 7 mostra o nimero médio de fragmentos

obtidos nos procedimentos de autopsia minimamente invasiva, por topografia:

Gréfico 7 — NUmero médio de fragmentos por érgdo
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Legenda: o nimero médio de fragmentos mostra a quantidade de acessos realizados para coleta de material, o
sucesso da coleta, bem como a friabilidade do material. A média esteve préxima entre todas as topografias,
mostrando uma tendéncia de nimeros de fragmentos, com diferenca apenas para o parénquima esplénico, que
apresentou maior nimero de fragmentos coletados quando comparado com os demais 6rgéos.

Fonte: elaborado pelo autor
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De forma geral, os 6rgdos bilaterais apresentaram valores bem proximos entre si e sem
diferenga estatisticamente significativa. O coragdo e o figado também apresentaram médias
aproximadas de fragmentos. O bago apresentou humero médio mais elevado de fragmentos, em

comparagdo com as outras topografias.

5.1.3 MEDIDA DOS FRAGMENTOS

O Grafico 8 resume e ilustra os valores das medidas dos fragmentos obtidos de cada 6rgéo,

permitindo comparar os valores médios de comprimento de todas as topografias.
Gréfico 8 — Comprimento total médio dos fragmentos por 6rgéo
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Legenda: o gréafico acima representa as medidas em comprimento/area, é possivel notar uma padronizagdo das
medidas, em que as amostras de pulmao apresentam a maior variacdo, mas as médias entre todas as topografias é
semelhante.

Fonte: elaborado pelo autor

As amostras de pulmao direito tiveram o comprimento médio de 45018 micrémetros (9003,6
micrémetros? em &rea), com os valores variando de 2080 até 144396 micrémetros. O pulmao

esquerdo apresentou uma média de 42090 micrémetros de comprimento (8418 micrometros?
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em area), com valores minimos e maximos de 1792 e 120411 micrémetros, respectivamente.
As amostras de coracdo mostraram a média de 3794 micrémetros em comprimento (758,8
micrémetros? em area), com 18655 e 107565 micrometros de valores minimos e maximos,
respectivamente. O figado teve medidas de comprimentos em 3271 micrometros de média
(654,2 micrometros? em area), valor minimo de 7192 micrémetros e maxima de 95351
micrometros. O parénquima esplénico mediu 41758 micrdmetros em média de comprimento
(8351,6micrometros? em area), tendo 1524 e 101247 micrémetros de minimo e maximo
comprimentos, respectivamente. Por fim, o rim direito teve 4010 micrémetros de comprimento
de média (802 micrometros? em area), variando de 2185 micrometros minimos e 103963
micrOmetros maximos; e o rim esquerdo com 42718 micrdmetros de média (8543,6
micrémetros? em area), 1776 micrémetros de comprimento minimo e 107336 micrémetros de

comprimento maximo.

5.2 DESCRICAO DAS VARIAVEIS HISTOPATOLOGICAS

As variaveis histopatoldgicas foram analisadas e as frequéncias e intensidades de cada leséo,
para cada topografia foram dispostas em tabelas. Inicialmente, foram examinadas e

quantificadas as principais lesdes pulmonares.

Tabela 9 — Tipo, graduagéo e frequéncia das lesGes pulmonares

Leséo Graduacéo n Porcentagem (%)

Dano Alveolar Difuso 0 16 35,56
(DAD) 1 8 17,78
2 18 40,00

3 3 6,67

Edema Intersticial 0 20 44,44
Alveolar 1 19 42,22
2 6 13,33

3 0 0,00

Infiltrado Linfocitario 0 11 24,44
Intersticial 1 22 48.89
2 9 20,00

3 3 6,67
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Lesdo Graduacao n Porcentagem (%)

Hiperplasia Reativa dos 0 11 24,44
Pneumdcitos 1 21 46,67
2 12 26,67

3 1 2,22

Células Gigantes 0 39 86,67
Multinucleadas 1 6 13,33
Megacaridcitos capilares 0 34 75,56
alveolares 1 11 24,44
Microtrombos 0 40 88,89
vasculares arteriolares 1 2 4,44
2 2 4,44

3 1 2,22

Espessamento 0 13 28,89
Intersticial Alveolar 1 18 40,00
2 12 26,67

3 2 4,44

Hemorragia Alveolar 0 9 20,00
Pulmonar 1 15 33,33
2 18 40,00

3 3 6,67

Vasculite necrotizante 0 45 100,0

e/ou vasculite ndo necrotizante 1 0 0,00
Inflamag&o Bronquiolar 0 45 100,00

e Bronquica 1 0 0,00
Broncopneumonia acuta 0 39 86,67
(secundaria) 1 6 13,33
Broncopneumonia acuta 0 37 82,22

(NOS) 1 7 15,56
Pneumonia Organizante 0 39 86,67
(BOOP) 1 6 13,33

Legenda: tabela com os tipos de ledes, graduaces e suas frequéncias nas amostras pulmonares. O dano alveolar
difuso foi a lesdo mais encontrada, em diversas fases desse processo patoldgico; outras alteracdes relevantes
como proliferacdo de pneumdcitos tipo 2, hemorragia intra-alveolar e presenca de infiltrado inflamatério
também foram caracterizados nesta tabela. Além disso, processos secundarios, como pneumonia aguda foram
descritos.

Fonte da tabela: desenvolvido pelo autor

A lesdo mais frequentemente encontrada nas analises morfologicas foi o dano alveolar difuso
(DAD), que estava presente em 64,45% dos participantes, sendo a graduacgédo 2 (ou moderada)
da intensidade a mais prevalente (40%). A fase proliferativa (em organizagdo) foi a mais
encontrada (30%), onde foram observados, alem do infiltrado inflamatorio rico em linfdcitos,
moderada a acentuada hiperplasia de pneumdcitos tipo 2, espessamento septal com fibrina
desorganizada e edema. A hemorragia intra-alveolar também foi achado frequente (80%), nem

sempre relacionada diretamente & identificacdo de trombos em vasos arteriais ou venosos nas
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laminas examinadas. A presenca de megacaridcitos intra-alveolares e raras células gigantes
multinucleadas também foram evidenciadas (13,33 e 24,44%, respectivamente). As infecgdes
pulmonares (ndo virais), representadas morfologicamente com intenso exsudato fibrino-
purulento rico em neutrofilos intra-alveolares também foram encontradas (28,89%), sendo feita
a diferenciacdo entre as pneumonias sem outras especifica¢fes e aquelas que sdo secundarias,
como as por aspiragdo. Abaixo, sdo apresentadas imagens das alteragdes histopatoldgicas

encontradas nas amostras pulmonares e uma breve descricdo morfolégica de cada.
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Figura 5 — Aspectos histopatolégicos pulmonares: DAD

Legenda: Presenca de Dano Alveolar Difuso (DAD) em fragmentos pulmonares. As figuras A, B e C, nos
aumentos de 20x, 40X e 40X, respectivamente, mostram dano alveolar difuso na fase de exsudativa, com intensa
producdo de membrana hialina, (note ao lado direito da imagem A e C, e ao lado esquerdo da imagem B), a
concentracdo de material amorfo eosinofilico envolvendo o espaco alveolar (membrana hialina).

O dano alveolar difuso, lesdo mais prevalente e associada a causa de 6bito dos participantes
pela COVID-19, apresenta-se morfologicamente como um depdsito de material eosinofilico,
acelular, revestindo as paredes descamadas dos alvéolos. Na fase exsudativa, foi observada
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intensa formacé&o de membrana hialina. Na fase proliferativa, foi observada formacéo de fibrose
organizada no espaco intersticial. As imagens abaixo, caracterizam exatamente esses processos,

ocorrendo nos participantes estudados.

Figura 6 — Aspectos histopatolégicos pulmonares: hiperplasia de pneumacitos tipo 2, fibrose intersticial e
infiltrado intersticial associado a hemorragia

———

Legenda: A figura A mostra hiperplasia de pneumacitos tipo 2, em aumento de 40X. Note a presenca destas
células, com citoplasma mais amplo, revestindo a parede alveolar (centro da imagem), inclusive com areas de
descamacdo. A imagem B, revela a fase fibrosante do DAD, em aumento de 20x; nesta, ha areas de deposicao de
fibrina desorganizada/organizada, ocupando o espaco intersticial do parénquima pulmonar. A imagem C, em
aumento de 20X, mostra moderado infiltrado inflamatorio, predominantemente mononuclear intersticial e areas

de hemorragia intralveolar, representado pelas hemécias e plasma ocupando os alvéolos.



64

Em algumas amostras de participantes com evidéncia de doenca pulmonar prévia, foi observada
deposicao de fibras de colageno e tecido conjuntivo mais organizado, formando grandes feixes
entre areas de parénquima preservado. Outros achados histoldgicos encontrados foram a

hemorragia intra-alveolar e a necrose do parénquima (Figura 7).

Figura 7 — Aspectos histopatolégicos pulmonares: hemorragia intra-alveolar e necrose do parénquima
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Legenda: As figuras A e B, apresentam intensas areas de hemorragia intra-alveolar e antracose, nos aumentos d

20X e 40X, respectivamente. Na imagem C, h4d em todo o campo, necrose hemorragica do parénquima pulmonar
(possivel causa para este evento seria um tromboembolismo pulmonar), aumento de 20X.
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O pulmé&o foi o 6rgdo com os achados histopatolégicos mais diversos. Entre estes, foram
observadas hemacias ocupando o espaco intra-alveolar, caracterizando a hemorragia intra-
alveolar (Figura 8). Além da prépria hemorragia, em alguns casos foram observadas areas com
necrose hemorragica associada e presenca ocasional de células gigantes multinucleadas e

megacariocitos.
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Figura 8 — Aspectos histopatoldgicos pulmonares: drea de metaplasia escamosa e presenga de células
gigantes multinucleadas

» S o 2 Vi . P 498 2 al o om ¥
mosa dos pneumdcitos. Na figura B,

S

Legenda: As figuras A e B, mostram areas sugestivas de metaplasia esca

ainda, € possivel apreciar intensa hemorragia alveolar associada. A figura C, mostra no centro do campo, a

presenca de uma célula multinucleada em meio a hemorragia ocupando o espaco intra-alveolar. Todas as
imagens estdo em aumento de 40X.

Por fim, nas amostras pulmonares, foram encontrados quadros de pneumonia,

predominantemente broncopneumonia (Figura 9).
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Figura 9 — Aspectos histopatolégicos pulmonares: pneumonia

Legenda As |magens Ae B, nos aumentos de 20X e 40X, respectlvamente apresentam acentuado infiltrado
inflamatorio rico em polimorfonucleares (predominantemente neutréfilos) associado a exsudato purulento,
ocupando todo o espaco alveolar e destruindo a parede septal, caracterizando o diagnéstico de broncopneumonia.

A pneumonia foi caracterizada por intenso exsudato fibrino-purulento e acentuado infiltrado
inflamatorio de polimorfonucleares, predominantemente por neutrofilos, ocupando o espago
alveolar. Com necrose dos septos alveolares, foi possivel fazer a diferencia¢do entre pneumonia
lobar e broncopneumonia, mesmo em fragmentos pequenos, como os das amostras pelo método

da autopsia minimamente invasiva.

Em seguida, foram analisadas as amostras de coracéo (Tabela 10).
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Tabela 10 — Tipo, graduacao e frequéncia das lesdes cardiacas

Lesdo Graduacéo n Porcentagem (%)
Miocardite aguda 0 46 100,00
1 0 0,00
Necrose focal de miocitos 0 40 86,96
1 6 13,04
Infiltrado Inflamatério 0 29 63,04
miocardico focal 1 15 32,61
2 2 4,35
3 0 0,00
Miocardite borderline 0 46 100,00
1 0 0,00
Cardiomiopatia Inflamatdria 0 45 97,83
1 1 2,17
Macréfagos intersticiais 0 45 97,83
1 1 2,17
AlteracGes isquémicas 0 45 97,83
1 1 2,17
Infarto miocéardico 0 32 69,57
1 14 30,43
Edema intersticial 0 42 91,30
1 4 8,70
Infiltrado linfocitario epicardico 0 46 100,00
1 0 0,00
Trombose arterial microvascular 0 46 100,00
1 0 0,00
Trombose venosa microvascular 0 46 100,00
1 0 0,00

Legenda: tabela com os tipos de ledes, graduacdes e suas frequéncias nas amostras cardiacas. As principais
alteragBes foram focos de infiltrado inflamatorio e fibrose entre os miocardiécitos. Sinais de miocardite ndo
foram observados.

Fonte da tabela: desenvolvido pelo autor

O exame das amostras de coracdo evidenciou grande frequéncia de focos de infiltrado
inflamatorio misto, constituido por células polimorfo e mononucleares, sem sinais de agressdo
as fibras cardiacas, em 36,96% dos fragmentos, caracterizando inflamacdo subaguda com
intensidade leve a moderada. N&o foram observados sinais de miocardite aguda. Foram também
observados sinais de infarto miocardico antigo e fibrose intersticial em cerca de 30% das
amostras. Abaixo, seguem algumas imagens com o0s achados mais relevantes das amostras

cardiacas.
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Figura 10 — Aspectos histopatoldgicos cardiacos: infiltrado inflamatério

ok : e e
Legenda: As figuras A e B, nos aumentos de 20X e 40X, respectivamente, mostram fragmentos de coracdo
apresentando infiltrado inflamatério, com predominio de mononucleares e raros neutréfilos. Nota-se ainda,
pigmentos de lipofuscina intracitoplasmaticos, principalmente nos cardiomidcitos dos cantos inferior esquerdo e
superior direito.

Como pode-se notar na Figura 10, o padréo inflamat6rio é misto e composto por mononucleares

e polimorfonucleares. Outro achado frequente foi a fibrose, com areas hialinizadas, de aspecto
mais antigo.
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Figura 11 — Aspectos histopatol6gicos cardiacos: fibrose

Legenda: As figuras A, B e C, mostram fragmentos de coragdo com areas de depdsito de colageno espesso e
organizado (sugestivo de fibrose cicatricial) entre as fibras miocardicas e as substituindo. Aumentos de 10X,

20X e 20X, respectivamente.

Nestas imagens, pode-se notar extensas areas de substituicdo de células musculares cardiacas
por areas de fibrose de padréo cicatricial, com fibras de colageno densas e organizadas.

Das amostras do figado, as frequéncias das lesdes sdo apresentadas na Tabela 11.
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Tabela 11 — Tipo, graduacao e frequéncia das lesdes hepaticas

Lesdo Graduacao n Porcentagem (%o)
Congestao centrolobular 0 19 38,00
1 27 54,00
2 4 8,00
3 0 0,00
Figado do choque 0 38 76,00
1 12 24,00
Esteatose 0 15 30,00
1 21 45,00
2 11 22,00
3 3 6,00
Necrose e apoptose de 0 44 88,00
hepatécitos 1 4 8,00
2 2 4,00
3 0 0,00
Infiltrado linfocitario 0 15 30,00
1 19 38,00
2 14 28,00
3 2 4,00
Colestase 0 32 64,00
1 11 22,00
2 6 12,00
3 1 2,00

Legenda: tabela com os tipos de ledes, graduacdes e suas frequéncias nas amostras hepaticas. As alteragdes
secundarias, principalmente a eventos do choque, foram as mais frequentes, predominantemente a congestao
centrolobular e o figado do choque. Sinais de doencas secundarias também foram observadas, como esteatose

hepatica.

Fonte da tabela: desenvolvido pelo autor

A principal alteracdo hepatica encontrada foi a esteatose (70%), em diversos graus, sendo que
as discretas e moderadas foram as mais frequentes (45% e 22% respectivamente). AlteracGes
circulatorias, de causa secundaria, como congestdao ¢ o “figado do choque” também foram
observadas. A presenca do infiltrado inflamatério, principalmente linfocitario foi examinado
em algumas distribuicGes: a mais tipica em localizacdo portal, mas também houve um caso com
atividade de interface observada; além disso, em 8 (16%) dos casos, houve atividade lobular
desse infiltrado inflamatorio. Por fim, a colestase foi um dado encontrado em diversas amostras
(36%) e em todos os graus analisados (ausente, discreto, moderado e acentuado). Abaixo,

seguem figuras dos aspectos histopatoldgicos mais encontrados nas amostras hepaticas.
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Figura 12 — Aspectos histopatol6gicos hepaticos: esteatose

em aumento de 20X e seu detalhe em 40X, na imagem B, mostram figado com esteatose macrogoticular, além de
focos de atividade lobular e raros hepatdcitos apoptoticos. A imagem C, exibe acentuada esteatose hepatica,
além de sinais de colestase intracitoplasmatica e intracanalicular (mais evidente no canto inferior esquerdo da
imagem), aumento de 40X.
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Outros achados como associagdo com inflamagéo, como esteato-hepatite, inflamacao portal,
com ou sem atividade de interface, colestase e eventos circulatorios também foram observados

(Figura 13).

Figura 13 — Aspectos histopatolégicos hepaticos: infiltrado inflamatério e “figado do choque”

o SR "/ Q}" i

Legenda: A figura A e B, representam a mesma area de infiltrado inflamat6rio em um trato portal, em aumentos
de 20X e 40X, respectivamente. Este é composto predominantemente de células mononucleares, exibindo focos
de atividade de interface. Observe o enclausuramento fibroso de alguns hepatécitos periportais. Na imagem C,
em aumento de 20X, ha intensa area de necrose hemorragica e congestao, principalmente concentrada na zona 3
de Rappaport, traduzindo o diagnostico de figado do choque.

Em 70% das amostras, a presenca de infiltrado inflamatério composto por linfécitos,
plasmacitos, macrofagos e neutréfilos, que agrediram os hepatdcitos da interface, inclusive

levando a apoptose de hepatdcitos. Também foi possivel observar areas onde o infiltrado
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inflamatorio agredia os hepatdcitos dentro dos &cinos hepéticos e acumulos de pigmentos de

colestase intracitoplasmaticos, intracanaliculares e, raramente, intraductulares.

Das amostras esplénicas, as frequéncias das lesdes sao apresentadas na tabela abaixo. Apds
elas, é possivel apreciar algumas imagens das lesdes mais caracteristicas, acompanhadas das

suas descricOes histopatoldgicas.

Tabela 12 — Tipo, graduacao e frequéncia das lesdes esplénicas

Lesdo Graduacéo n Porcentagem (%)
Hemorragia e Congestdo 0 1 2,78
1 24 66,67
2 11 30,56
3 0 0,00
Hematofagocitose 0 21 58,33
1 13 36,11
2 2 5,56
3 0 0,00
Trombose arterial e 0 36 100,00
vasculite 1 0 0,00
Hemorragia da polpa 0 15 41,67
vermelha 1 21 58,33
Granuloma necrotizante 0 36 100,00
1 0 0,00
Deplegdo linfocitaria 0 15 41,67
1 19 52,78
2 2 5,56
3 0 0,00
Atrofia da polpa branca 0 31 86,11
1 5 13,89
Necrose do parénquima 0 34 94,44
1 2 5,56
Esplenite aguda 0 36 100,00
1 0 0,00

Legenda: tabela com os tipos de leGes, graduacdes e suas frequéncias nas amostras esplénicas. Os sinais de
deplecdo da polpa branca e areas de hemorragia da polpa vermelha foram os achados mais frequentes. Presenca
de figuras de hetaofagocitose foram visualizadas.

Fonte da tabela: desenvolvido pelo autor

As alteracGes esplénicas encontradas estavam associadas, principalmente, a distribuicdo e
quantidade da polpa branca, com linfocitopenia, nas formas de deplecdo linfocitéria e atrofia
da polpa branca, somados acometendo mais de 70% dos casos examinados. De forma
concomitante, em mais da metade dos casos, houve substituicdo desse parénquima pela polpa
vermelha com areas de hemorragia. As figuras de hematofagocitose foram encontradas em

graduacOes variadas, mas em quantidade expressiva de casos (totalizando 41,67%). Dois casos
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mostraram necrose focal ou ampla do parénquima, sem outros critérios adicionais. Por fim,

abaixo seguem as imagens, conforme comentado anteriormente.

Figura 14 — Aspectos histopatologicos esplénicos: atrofia da polpa branca, hemorragia
intraparenquimatosa e hematofagocitose
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Legenda: A figura A revela parénquima esplénico em vista panoramica, com aumento de 10X. A figura B,
mostra a atrofia da polpa branca, além de hialinizacéo dos corddes de Billroth, aumento de 40X. A figura C
apresenta focos de figuras de hematofagocitose, como evidenciado dentro da area circulada, em detalhe de 40X.
Em D, observa-se extensa area de hemorragia do parénquima e expanséo da polpa vermelha, aumento de 20X.

2y

O parénquima esplénico apresentou alteracfes da polpa branca, da polpa vermelha e alguns

achados intraparénquimatosos.

Por fim, das amostras dos rins, a tabela abaixo mostra as principais lesdes e suas frequéncias
relativas. Em sequéncia, serdo apresentadas fotomicrografias das lesfes tipicas encontradas,
bem como uma breve descricdo morfoldgica.
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Tabela 13 - Tipo, graduacao e frequéncia das lesdes renais

Lesdo Graduacao n Porcentagem (%0)
Necrose Tubular Aguda 0 0 0,00
(NTA) 1 33 78,57
2 9 21,43
3 0 0,00
Nefrite TUbulo-Intersticial 0 33 78,6
Aguda 1 9 21,4
Lesdo endotelial e 0 35 83,33
microtrombos (TMA) 1 7 16,67
Necrose Cortical 0 41 97,62
1 1 2,38
Infarto 0 41 97,62
1 1 2,38
Rabdomidlise e acimulos 0 32 76,19
de pigmentos tubulares 1 10 23,81
Glomerulopatia 0 39 92,86
Colapsante 1 3 7,14
Glomerulonefrites 0 30 71,43
1 12 28,57
Pielonefrite Aguda 0 37 88,10
1 5 11,90

Legenda: tabela com os tipos de leGes, graduacdes e suas frequéncias nas amostras renais. A necrose tubular
aguda foi o0 achado mais frequente, seguido de nefrite intersticial e alteragdes glomerulares.
Fonte da tabela: desenvolvido pelo autor

A alteracdo morfologica mais frequente foi a necrose tubular aguda, encontrada em todos os
casos, em diversos graus de intensidade. Em seguida, a nefrite tabulo-intersticial foi observada
em cerca de 21% das amostras. Alteracdes glomerulares como glomerulonefrites, incluindo a
glomeruloesclerose segmentar e focal, esclerosante global e glomerulopatia colapsante,
também foram observadas em alguns casos. Necrose cortical e alteracGes isquémicas/infarto
foram observadas em apenas um caso, cada. Acumulos de pigmentos intratubulares, podendo
ou nao estar relacionados a rabdomiolise foram observados pouco menos de 1/4 dos casos. As
figuras abaixo exemplificam as lesGes mais relevantes e tipicas, encontradas nas amostras

examinadas.
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Figura 15 — Aspectos histopatoldgico renais: NTA e nefrite tabulo-intersticial

o = oA

Legenda: A figura A, mostra alteragdes compativeis com necrose tubular aguda (NTA), em aumento de 20X.
Nesta, ha descamacdo das células tubulares, que ocupam o limen, com restos celulares, nucleados e ndo
nucleados. As imagens B e C, em aumento de 20X e de 40X, respectivamente, mostram o achado de nefrite
tabulo-intersticial, em que um moderado infiltrado inflamatério rico em linfocitos ocupa e expande o
parénquima renal. Ainda, ha focos de fibrose intersticial e focos de atrofia de alguns tubulos renais.
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As areas de necrose tubular aguda foram as mais encontradas em, virtualmente todas as
amostras de parénquima renal. A necrose tubular aguda foi caracterizada pela presenca de areas
de descamacdo das células do epitélio tubular e a presenca destas nucleadas ou anucleadas,
dentro desse lumen. Associado a isso, a presenca de cristais granulares, favoreciam ainda mais
esse diagnostico. Um achado histopatoldgico que traduz o padrdo de resposta inflamatoria nas
amostras renais foi a presenca de infiltrado inflamatorio, predominantemente, ocupando o
intersticio do oOrgdo. Dessa forma, o diagnostico de nefrite tdbulo-intersticial foi bem
documento, sendo caracterizado por areas de infiltrado inflamatdrio, predominantemente
mononuclear, mas outras células inflamatorias compunham esse agregado celular, ocupando e
alargando o intersticio renal. Areas de fibrose intersticial e de atrofia tubular, devido a agresso
inflamatdria, também foram apreciados. Além do componente inflamatorio, outros achados,

como glomerulopatias também foram encontrados, conforme apresentados nas imagens abaixo.
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Figura 16 — Aspectos histopatoldgico renais: microangiopatia trombética, glomeruloesclerose e
glomerulopatia colapsante
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Legenda: A figura A, em aumento de 40X, mostra foco de microangiopatia trombotica em alcas do glomérulo
evidenciado. Figura B, em aumento de 20x mostra, glomérulos totalmente esclerosados. Em detalhe, na imagem
C, em aumento de 40X, dois glomérulos apresentando achado sugestivo de glomerulopatia esclerosante
segmentar e focal, ou menos provavelmente, glomerulopatia crescéntica.

A microangiopatia trombotica foi observada, quando as lesbes eram caracterizadas por
microtrombos, fragmentos de hemacias ou até zonas de fibrose na intimidade do endotélio

glomerular, como mostrado na figura acima. Outras formas de glomerulopatia, como
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glomerulopatia esclerosante segmentar e focal, ou até mesmo a global puderam ser observadas.
Na imagem acima, pode-se apreciar uma amostra de rim onde todos os glomérulos
apresentavam esclerose global, provavelmente levando a um quadro de insuficiéncia renal para
0 paciente. Outra forma de alteracdo glomerular, ndo tdo frequente como a comentada
anteriormente, foi a glomerulopatia colapsante, onde pdde-se observar pelo menos um tufo
glomerular colapsado, com obliteracdo de parte ou do todo das algas capilares e discreta

hipertrofia dos poddcitos adjacentes.

Apbs a analise dos principais aspectos histopatoldgicos de cada topografia, suas frequéncias a
apresentando a morfologia por meio de imagens, pode-se individualizar a principal
caracteristica relacionada a um processo infeccioso/inflamatério: DAD; miocardite; hepatite; e
nefrite. O pulméo e o figado foram os 6rgdos que apresentaram maiores proporcées desse
acometimento inflamatorio, sendo 64.4% e 71.4%, respectivamente. O coracdo e 0s rins,
apresentaram menos da metade de casos com inflamacéo desses 6rgéos, sendo 36.2% e 21.4%,
respectivamente. Entdo, considerando-se a ocorréncia de resposta inflamatoéria simultanea em
trés ou mais dos Orgdos estudados no momento do 6bito, independentemente da etiologia do
processo inflamatdrio, foi possivel observar um fenétipo inflamatério sistémico em 35 casos
(70%) da populacdo incluida no estudo. Complementarmente, em 15 casos (30%) a resposta

inflamatoria ndo foi observada ou foi apenas localizada.
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5.3 EXPRESSAO IMUNO-HISTOQUIMICA DO INFLAMASSOMA NLRP3

Para avaliacdo da imunorreatividade dos integrantes do inflamassoma NLRP3 no pulméo,
coracdo, figado, bago e rim, por meio da técnica de imuno-histoquimica, foram realizados
ensaios com os anticorpos primarios anti-NLRP3, anti-Caspase-1, anti-IL1p e anti-IL-18. O
Gréfico 9 apresenta a expressdo imuno-histoquimica de NLRP3, Caspase-1, IL-1B ¢ IL-18 nas

amostras de pulmao

Grafico 9 — Grafico de barras da expressdo imuno-histoquimica de NLRP3, Caspase-1, IL-1p e IL-18 nas
amostras de pulméao
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Legenda: a expressdo imuno-histoquimica do inflamassoma NLRP3 e seus produtos nas amostras pulmonares.

H& hiperexpressdo em mais de dois ter¢os dos casos em se tratando do préprio inflamassoma e de dois dos seus

subprodutos: a Caspase-1 e a IL-18. A IL-1p foi hiperexpressa em menos da metade dos pacientes, ndo sendo,
necessariamente, ativada pelo inflamassoma nessas andlises.

Fonte: desenvolvido pelo autor

Em se tratando da avaliacdo pulmonar, foi observada hiperexpressdo de NLRP3 em 93,02%
dos casos, de Caspase-1 em 74,42% e de 1L-18 em 62,50%. A IL-1B manteve expressao basal
na maioria dos casos, com hiperexpressdo em apenas 28,57%. A Figura 17 ilustra os resultados
da imuno-histoquimica dos integrantes do inflamassoma NLRP3 no pulmao.
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Figura 17 — Fotomicrografias da expressdo imuno-histoquimica de NLRP3, Caspase-1, IL-1p e IL-18 nas
amostras de pulméo

Legenda AeD. Hlperexpressao de NLRP3 e IL-18 nos macrofagos alveolarese pneumocnos
(Ampliagdo de 400x). B e C. Expressdo moderada de Caspase-1 e IL-1beta predominantemente nos macréfagos
alveolares (Ampliacdo de 400x).

As fotomicrografias demonstram que, exceto para IL-lbeta, os demais integrantes do
inflamassoma NLRP3 exibiram predominante hiperexpressdo nos macréfagos alveolares e nos
pneumdacitos. A expressao dessas moléculas em outras células do tecido pulmonar, como

células endoteliais, e outras inflamatérias, como linfécitos, foi predominantemente basal.

A seguir, o grafico abaixo apresenta a frequéncia e as graduagdes dos imunomarcadores de
fragmentos cardiacos.
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Gréfico 10 — Gréafico de barras da expressdo imuno-histoquimica de NLRP3, Caspase-1, IL-1§ e IL-18 nas
amostras de coracao
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Legenda: a expressdo imuno-histoquimica do inflamassoma NLRP3 e seus produtos nas amostras cardiacas. Ha
hiperexpressao do préprio inflamassoma e de dois dos seus subprodutos: a Caspase-1 e a IL-18. A IL-1p foi
hiperexpressa na minoria dos casos, ndo sendo necessariamente ativada pelo inflamassoma nessas analises.

Fonte: desenvolvido pelo autor

De forma semelhante ao apresentado no grafico dos fragmentos pulmonares, também foi
observada hiperexpressdo de NLRP3 em 73,33%, de Caspase-1 em 53,33% e de IL-18 em
50,00%. Apenas a IL-1p apresentou hiperexpressdo em uma minoria dos casos (13,64%) do
material amostrado. A Figura 18 ilustra os resultados da imuno-histoquimica dos integrantes

do inflamassoma NLRP3 no coracgéo.
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Figura 18 — Fotomicrografias da expressdo imuno-histoquimica de NLRP3, Caspase-1, IL-1p e IL-18 nas
amostras de coracao

Legenda. Ae C. Hlperexpressao dlfusa de NLRPS e IL-1beta nos cardiomidcitos. Ha depositos de pequenos
pigmentos no citoplasma de algumas células (Ampliacédo de 400%). B e D. Expresséo difusa e moderada de
Caspase-1 e IL-18 nos cardiomidcitos (Ampliagdo de 400x).

As fotomicrografias demonstram o predominio da expressdo difusa e com intensidade
moderada de todos os integrantes do inflamassoma NLRP3 no coracdo. A expressao
citoplasmatica destas moléculas foi homogénea e, exceto pela forte marcagdo das células
endoteliais com IL-18, praticamente restrita aos cardiomiocitos.

A seguir, o grafico abaixo apresenta a frequéncia e as graduacdes do painel imuno-histoquimico
realizado nos fragmentos hepéticos.
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Gréfico 11 — Gréafico de barras da expressdo imuno-histoquimica de NLRP3, Caspase-1, IL-1§ e IL-18 nas
amostras de figado
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Legenda: A expressdo imuno-histoquimica do inflamassoma NLRP3 e seus produtos nas amostras hepaticas. A
hiperexpressao foi examinada em menos da metade dos casos, principalmente da NLRP3 e da Caspase-1. As
interleucinas 1p e 18 praticamente néo apresentaram hiperexpressao.

Fonte: desenvolvido pelo autor

O figado, diferente do que foi visualizado no pulméo e coracdo, apresentou menor expressao
geral do inflamassoma e de seus produtos. A hiperexpressdao de NLRP3 foi observada em
36,36% dos casos, da Caspase-1 em 36,36%, da IL-1B em 6,98% e da IL-18 em 11,76% dos
casos. No figado, a proporcdo de expressdo basal da IL-1p foi maior do que nos pulmdes e
coracdo. A Figura 19 ilustra os resultados da imuno-histoquimica dos integrantes do
inflamassoma NLRP3 no figado.
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Figura 19 — Fotomicrografias da expressdo imuno-histoquimica de NLRP3, Caspase-1, IL-1p e IL-18 nas
amostras de figado

esteatose micro e macrovacuolar em A e C (Ampliacdo de 400x%). D. Expressdo difusa e moderada de IL-18 nos
hepatdcitos. Notar a presenga de intensa reatividade nos macrdfagos sinusoidais e epitélio dos ductos biliares
(Ampliacéo de 400x%).

No caso dos integrantes NLRP3, Caspase 1 e IL-1p da plataforma do inflamassoma NLRP3, as
fotomicrografias selecionadas demonstram aquelas amostras minoritarias que apresentaram
expressdo imuno-histoquimica difusa e com forte intensidade destes marcadores. A expressao
difusa e moderada da IL-18 nos hepatdcitos, predominante nas amostras, contrastou com a forte

intensidade da reatividade que foi observada nas células de Kupffer e nos colangidcitos.

Abaixo, é mostrado o grafico que apresenta a frequéncia e as graduagdes do painel imuno-

histoquimico realizado nos fragmentos esplénicos.
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Gréfico 12 — Gréafico de barras da expressdo imuno-histoquimica de NLRP3, Caspase-1, IL-1p e IL-18 nas
amostras de bago
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Legenda: a expressdo imuno-histoquimica do inflamassoma NLRP3 e seus produtos nas amostras esplénicas. A
hiperexpresséo foi examinada em quase metade dos casos, principalmente da NLRP3 e da Caspase-1. As
interleucinas 1B e 18 praticamente ndo apresentaram hiperexpressao.

Fonte: desenvolvido pelo autor

O baco teve resultado da expressdo imuno-histoquimica do inflamassoma NLRP3 parecido com
o figado. No bago, também predominaram as marcagOes basais. As proporcdes de ativacao
exacerbada foram de 47,37% para o NLRP3, de 47,37% para a Caspase-1, de 10,81% para a
IL-1pB e de apenas 9,09% para a IL-18. A Figura 20 ilustra os resultados da imuno-histoquimica
dos integrantes do inflamassoma NLRP3 no bago.
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Figura 20 — Fotomicrografias da expressdo imuno-histoquimica de NLRP3, Caspase-1, IL-1p e IL-18 nas
amostras de baco

Legenda: A, B, C e D. Exp da de NLRP3, Caspase-1, IL-1beta e |
endoteliais e macrdfagos dos corddes esplénicos, respectivamente. Notar a presenca de intensa reatividade de
IL-18 nas células endoteliais de vasos trabeculares (Ampliacdo de 400x).

A expressdo imuno-histoquimica de todos os integrantes do inflamassoma NLRP3 nas amostras
de baco apresentou predominio de intensidade leve ou moderada, mas difusamente distribuida
nos macrofagos e células endoteliais dos corddes esplénicos. Demais células do bago, com
excecdo da expressdo da IL-18 nas células endoteliais de vasos das trabéculas conjuntivas,

apresentaram expressao com intensidade fraca.

Por fim, segue abaixo o Grafico 13, que apresenta a frequéncia e as gradua¢des do painel imuno-

histoquimico realizado nos fragmentos renais.
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Gréfico 13 — Gréafico de barras da expressdo imuno-histoquimica de NLRP3, Caspase-1, IL-1p e IL-18 nas
amostras de rim
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Legenda: a expressdo imuno-histoquimica do inflamassoma NLRP3 e seus produtos nas amostras renais. Ha
hiperexpressao do préprio inflamassoma e de dois dos seus subprodutos: a Caspase-1 e a IL-18. A IL-1p foi
hiperexpressa na minoria dos casos, ndo sendo necessariamente ativada pelo inflamassoma nessas analises.

Fonte: desenvolvido pelo autor

Os fragmentos renais, analogos ao apresentando no pulmdo e coragdo, mostram maiores
proporc¢des de amostras com hiperexpressdo imuno-histoquimica do inflamassoma. Nos rins,
foram observados os seguintes percentuais de hiperexpressdo por integrante molecular: NLRP3
em 92,50% das amostras; Caspase-1 em 77,50% das amostras; e IL-18 em 58,33%. Novamente,
apenas a IL-1B apresentou pequena propor¢do de hiperexpressdo (18,42%) nas amostras
examinadas. A Figura 21 ilustra os resultados da imuno-histoquimica dos integrantes do

inflamassoma NLRP3 no rim.
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Figura 21 — Fotomicrografias da expressdo imuno-histoquimica de NLRP3, Caspase-1, IL-1p e IL-18 nas
amostras de rim

tubulares renais, respectivamente. Notar a reatividade basal de NLRP3 e Caspase-1 nos glomérulos (Ampliacéo
de 400x).

As expressdes imuno-histoquimicas dos integrantes NLRP3, Caspase-1 e I1L-18 da plataforma
do inflamassoma NLRP3 nos tubulos renais foram predominantemente fortes e difusas. A
expressdo de IL-1beta nos tubulos renais foram predominantemente basais. Entretanto, um
pequeno percentual de 18,42% apresentou forte intensidade. Demais estruturas do parénquima,
como os glomérulos, e intersticio renal apresentaram intensidade fraca na reatividade imuno-

histoquimica de todos os alvos moleculares.

Em sintese, pode-se observar predominancia de hiperexpressdo dos integrantes NLRP3,
Caspase-1 e IL-18 do inflamassoma NLRP3 nos pulmdes, coragéo e rins.
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5.4 ASSOCIACOES ESTATISTICAS

Nesta etapa do trabalho serdo analisadas as associagdes entre os achados histopatoldgicos e

imuno-histoquimicos. A Figura 22 representa as principais lesdes histopatologicas de natureza
inflamatdria que foram observadas no pulmao, coracéo, figado e rim.

Figura 22 — Graficos de setores das principais lesdes histopatoldgicas observadas nas autépsias
minimamente invasivas

Pulmao Coracdo Inflamacdo
[ Ausente

[ | Presente

16; 35,6% 17:37.0%

29, 64.4% 29; 63,0%

Figado Rim

9 214%
15; 30,0%

35; 70,0%
33; 78,6%

Legenda: os gréficos de cada topografia exibem a porcentagem de lesdes que traduzem um perfil fenotipico
inflamatdrio. Sendo assim, este perfil esteve presente na maioria das amostras de pulméo, coracéo e figado,
compondo apenas a minoria dos casos das amostras renais. Nos casos em que ao menos trés topografias
apresentem fen[otipo inflamatdrio, a maioria dos casos, independente dos casos sem inflamag&o renal, ainda
corroborariam este padrao fenotipico. Ao lado de cada parte de setor estdo indicados o n amostral e 0 seu
respectivo percentual. DAD: Dano alveolar difuso.

Fonte: desenvolvido pelo autor

Assim, foram realizados testes estatisticos para avaliar a existéncia de associacGes entre 0s
parametros da expressdo imuno-histoquimica dos marcadores NLRP3, Caspase-1, IL-1p e IL-

18 nas amostras de pulmao, com as lesbes histopatologicas inflamatérias indicadas na Figura
22.
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A Tabela 14 apresenta as proporcdes de expressdo imuno-histoquimica de cada integrante do

inflamassoma NLRP3 avaliado por lesdo histopatoldgica inflamatéria no pulméo, coracéo,

figado e rim.

Tabela 14 — Escores da expressdo imuno-histoquimica do inflamassoma NLRP3 no pulmao, coragao,

figado e rim
Inflamacéo / NLRP3 Caspase-1 IL-1B IL18
Imuno-
histoquimica
Basal Hiper Basal Hiper Basal Hiper Basal Hiper
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Pulmédo Ausente 23,08 76,92 38,46 61,54 66,67 33,33 25,00 75,00
Presente 7,41 92,59 21,43 78,57 75,00 25,00 36,36 63,64
Coracéo Ausente 25,00 75,00 46,43 53,57 92,59 7,41 30,00 70,00
Presente 20,00 80,00 40,00 60,00 73,33 26,67 66,67 33,33
Figado Ausente 64,29 35,71 57,14 42,86 92,86 7,14 100,00 0,00
Presente 63,33 36,67 66,67 42,86 93,10 6,90 81,82 18,18
Rim Ausente 3,45 96,55 20,69 79,31 75,00 25,00 50,00 50,00
Presente 12,50 87,50 12,50 87,50 100,00 0,00 0,00 100,00

Legenda: tabela com os escores de imuno-histoquimica em associagdo com os fenétipos inflamatdrios de cada

topografia (pulméo, coragdo, figado e rim). O dano alveolar difuso ndo esté associado diretamente a

hiperexpressdo do inflamassoma ou de seus subprodutos neste estudo. Entretanto, nas amostras renais, a

associacéao entre o NLRP3 e a IL-1f e IL-18 foi encontrada.

Fonte: elaborado pelo autor
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Foi observado que a presenca de DAD néo se associou significativamente a hiperexpressdo de
NLRP3, Caspase-1 e de IL-1p nos pulmdes, apesar de ter resultado na proximidade com o limite
de significancia estatistica para NLRP3 (valor-p = 0,068). A IL-18 mostrou associa¢do
estatistica com a presenca de DAD (valor-p = 0.004). Em relacdo as associacdes entre as
expressdes imuno-histoquimicas dos marcadores NLRP3, Caspase-1, IL-1 e IL-18 com
inflamag&o no coracéo e no figado, ndo foram observados testes com valores estatisticamente
significativos. Nas amostras dos rins, cujo fendtipo inflamatério foi representado pela nefrite
tubulo-intersticial, os resultados dos testes das associacfes com 0s parametros de imuno-
histoquimica, utilizando os marcadores NLRP3, Caspase-1, IL-1p e IL-18, mostraram
resultados estatisticamente significativos para IL-1p (valor-p = 0,002) e IL-18 (valor-p = 0,005).
Os resultados para NLRP3 e Caspase-1 nao apresentaram diferencas estatisticas significativas.
Em conjunto, os resultados das associacGes estatisticas demonstram a hiperexpressdo
predominante de IL-1B e IL-18 no pulm@o e rim e indicam a participagdo do inflamassoma
NLRP3 na resposta inflamatdria nestes 6rgéos.
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6 DISCUSSAO

Este trabalho apresentou resultados de acordo com a literatura publicada sobre o assunto e dados
relevantes e originais sobre a expressdo do inflamassoma e seus produtos em pacientes que
foram a dbito pela COVID-19. Além disso, foram descritos os achados morfologicos mais
encontrados nesses pacientes em materiais colhidos por meio da autdépsia minimamente
invasiva, método alternativo a autopsia convencional, que estava contraindicada durante os

periodos mais graves da pandemia.

Em destaque, nas amostras pulmonares, topografia mais importante na patogénese desta
infeccdo viral, foram encontrados importantes associacGes estatisticas entre a IL-18 e 0 dano
alveolar difuso, a lesdo pulmonar mais tipica e grave da infec¢do. O inflamassoma NLRP3
apresentou valor estatistico muito proximo do aceito, dessa maneira, seria possivel inferir que
o produto (IL-18) nas amostras esté praticamente relacionado a hiperativacéo do inflamassoma
nesta topografia. E bem provavel que, com um tamanho amostral maior, os valores estatisticos
apresentariam maior associacdo. Ainda, houve concordancia entre os achados histolégicos do
nosso estudo com a literatura, reforcando a importancia do dano alveolar difuso (CHAMS, et
al., 2020; WIERSINGA, et al., 2021; PEREIRA; PASCOAL-XAVIER, 2021). Este, associado
a intensidade de quantidade de apoptose de pneumocitos e da presenca do infiltrado
inflamatdrio que agride o parénquima pulmonar, o que justifica as alteragdes morfoldgicas
(MEHTAR, et al., 2021). Outras lesfes frequentes foram hemorragia intra-alveolar -
possivelmente evento secundario a tromboembolismo pulmonar ou a propria CIVD -, infiltrado
inflamatdrio intersticial e, além disso, areas de metaplasia escamosa dos pneumacitos e células
gigantes multinucleadas foram achados morfologicos ocasionais. Estas, geralmente ocupando
parte do espaco alveolar, podem estar presentes como componente do infiltrado inflamatério,
sendo capaz de fagocitar material acelular ou restos celulares. As celulas gigantes
multinucleadas ndo apresentavam padrdo granulomatoso nas amostras examinadas. Além disso,
em concordancia com relatos da literatura, foi possivel identificar alguns megacariocitos
ocupando focos do parénguima pulmonar (VALDIVIA-MAZEYRA, et al., 2021).

Nas amostras renais, os produtos IL-1p e IL-18 apresentaram forte relagdo estatistica com o

fenotipo inflamatorio. E sabido que as células renais apresentam alta expressdo ACE2, dessa
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forma, era esperado que houvesse alta taxa de infeccdo do parénquima renal pelo virus.
Entretanto, no nosso grupo de pacientes estudados, ndo houve relacdo estatistica entre as
interleucinas e a ativacdo do NLRP3 diretamente, o que indica que essa producdo das
interleucinas, nos pacientes com o fenotipo inflamatorio, esta relacionada com outros processos
ou vias, alem do proprio inflamassoma. O parénquima renal é rico em interleucinas, e elas séo,
muitas vezes, encontradas em altas concentragdes em processos renais cronicos e em contexto
de outras comorbidades associadas (KRISHNAN, et al., 2014; ANDERS, 2016). A necrose
tubular aguda foi o achado histologico mais encontrado em nosso estudo é condizente com as
descricbes na literatura (VALDIVIA-MAZEYRA, et al., 2021). Este achado, pode estar
relacionado ao maior tropismo do virus por células do parénquima renal, conforme comentado
anteriormente, lesando o epitélio tubular. Vale ressaltar que este achado ndo deve estar
relacionado diretamente ao tempo de fixacdo do material ou o tempo de 6bito do paciente, uma
vez que o material foi colhido em poucos minutos apds a declaracdo de 6bito. Entretanto, ndo
é possivel descartar totalmente a possibilidade da relacdo com outras comorbidades do paciente,
inclusive com o estado de chogue dos casos mais graves. Além disso, a nefrite tubulo-
intersticial apresentou relacdo estatistica com os pacientes com diabetes melitus, reforcando
este conceito, que as doencas crénicas tém esse carater pré-inflamatério, agravando o quadro
da COVID-19 (MAGNO, 2022). Outros achados morfoldgicos relevantes foram os quadros de
glomerulopatia esclerosante segmentar e focal, com a apresentacdo atipica dela, a
glomerulopatia colapsante, em alguns casos, em consonancia com diversos estudos da
literatura. A necrose tubular aguda foi um aspecto histopatolégico muito tipico, relacionado néo
apenas a injuria das células tubulares pelo virus, mas também a toda alteracdo que o organismo
sofre durante uma internacdo em um CTI, como a hipdxia do érgdo em um evento de choque,

e 0 proprio mecanismo de 6bito, com faléncia de multiplos érgéos.

Entretanto, nas topografias do figado e do coracdo, ndo houve relacBes estatisticas para
relacionar a ativacdo do inflamassoma com as alteracGes morfologicas inflamatorias. Como o
inflamassoma NLRP3, discutido no topico 2.1.6 do referencial tedrico, pode ser ativado de
forma direta ou indireta, nossos dados mostram que, no caso destes 6rgaos, pode ter havido
ativacdo de forma indireta dessa cascata. Um dos mecanismos que corroboram essa via seria a
tempestade de citocinas que, com 0 ambiente rico em citocinas pro-inflamatdrias sistémicas, ha
ativacdo de diversas vias intra e extra-celulares em diversos orgdos. Além disso, foi visto que

o figado apresentou padrdes de lesdes cronicas, como esteatose hepética e/ou alteracbes
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circulatérias, como o figado do choque, que ndo estdo relacionadas diretamente & injdria do
virus. E o coracdo mostrou frequentes areas de fibrose, de aspecto cicatricial, indicando
processos de infarto do miocéardio prévios. Estes, ndo associados diretamente a doenca, podem
trazer informacdes indiretas do paciente, como maiores comorbidades, com maior risco para a
COVID-19 complicada, internacGes e Gbitos. Nas imagens das amostras que constam neste
volume, as areas de fibrose cardiacas podem corresponder a areas de infarto ou as adjacéncias
dessa leséo. A biopsia por agulha tem amostragem de area limitada, nem sempre evidenciando
0s aspectos histopatologicos mais tipicos do infarto antigo do miocardio. Além disso, como
forma de representar imagens mais homogéneas, foi optado por evitar aquelas areas onde havia
dobra do fragmento ou artefatos de processamento, o que diminuiu a representatividade em

imagem dessas areas.

A SIRS, uma inflamag&o multissistémica, tendo como um dos mecanismos desencadeadores a
tempestade de citocinas, foi encontrada na maioria dos pacientes do nosso estudo. Essa
sindrome foi abordada neste estudo como a presenca de processo inflamatério, pela analise
morfologica, em pelo menos dois 6rgdos distintos. Entretanto, ela também ndo se mostrou
significativa estatisticamente quando comparado a hiperativacdo do inflamassoma. Vale
ressaltar que o paciente internado em CT1 apresenta diversas variaveis além da prépria infecgdo
pelo SARS-CoV-2, como alteracbes metabolicas, do pH, uso de medicacGes variadas,
respiracdo invasiva, dentre outras. Dessa forma, outras vias além do inflamassoma seriam

responsaveis por esse estado pro-inflamatério, rico em citocinas e lesdes histopatoldgicas.

De forma semelhante a SIRS, os pacientes dos grupos de evolugdo rapida e 6bito precoce
também ndo mostraram relacdo direta com a ativacdo do NLRP3. O que isso indica, é que a
intensidade da leséo seria muito mais relevante para o desfecho do 6bito do que o préprio tempo
de internacdo ou o tempo de sintomas do paciente. Além disso, pacientes com tempo
prolongado de internacdo tém riscos aumentados de sofrerem infec¢bes secundarias ou
oportunistas, algumas delas visualizadas nos exames de MIA, como as pneumonias bacterianas
ou pielonefrites agudas (COSTA, et al., 2022).

A pesquisa da presenca do virus nos tecidos examinados néo traz tantos dados relevantes, uma
vez que apos semanas do inicio da infeccdo, a carga viral se aproxima de zero e ndo sdo
encontrados mais material genético do virus (BOEF, et al., 2021; CAPLAN, et al., 2021;
ADACHI, et al., 2020). Dessa forma, o dado mais importante para a analise dos pacientes e
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confiabilidade do estudo é o critério rigido de inclusdo no grupo de estudo: apenas pacientes
que foram internados com quadro confirmado da infeccdo pelo SARS-CoV-2 no tempo da

internacéo.

Em relacdo a representatividade das amostras colhidas por meio da MIA, foram estudados
critérios ja pré-estabelecidos na literatura sobre cada 6rgdo. Detalhadamente, para o coragdo,
que ndo apresenta critérios especificos, a presenca de fibras musculares estriadas cardiacas, no
endo e perimisio, é considerado critério suficiente. Eventual lesdo representada no fragmento
com fibras cardiacas € adequada para anélise, independentemente do tamanho da amostra
(SUVARNA, Ed. 2019). O pulmao segue critério semelhante ao da amostra cardiaca: se ha
parénquima pulmonar, principalmente na presenca de lesdo, considera-se o fragmento
suficiente (CORRIN, ANDREW, 2011). Essa nocdo pode ser empregada com seguranca,
principalmente porque a técnica da autopsia minimamente invasiva utiliza de métodos de
imagem para buscar as areas onde ha a leséo (LI, et al. 2005; DUARTE-NETO, et al. 2019;
BLOKKER, etal. 2018; CASTILO, etal. 2016; PALHARES, et al. 2019; (MONTEIRO, et al.,
2020)). De acordo com Cholongitas e colaboradores (2006), que fazem um historico das
avaliacdes das biopsias por agulha de amostras de figado, os critérios que definem a real
representatividade do fragmento depende do tamanho (comprimento do fragmento) e/ou a
quantidade dos tratos portais. O critério mais adequado utilizado atualmente sdo de 10 ou mais
tratos portais ou 20-25 mm de comprimento do fragmento (CHOLONGITAS, et al. 2006).
Dessa forma, tém-se estatisticamente, a melhor representatividade, em um pequeno fragmento,
de todas as alteracbes do parénquima hepatico, principalmente se interpretarmos que as
alteracOes desse 6rgdo se apresentam, em sua maioria, de forma difusa. Das amostras renais,
também ha discussdo na literatura sobre a representatividade das amostras de fragmentos de
rim. Em média, deve-se ter algo entre 15-20 glomérulos para considerar a amostra
representativa (LUCIANO, MOECKEL, 2019). Entretanto, havendo representacdo de lesdes
tipicas, mesmo com menor contagem de glomérulos, pode-se aceitar como representativo para
0 caso em questdo (LUCIANO, MOECKEL, 2019). Finalmente, para a analise do parénquima
esplénico, é entendido como amostra satisfatoria se temos representacdo de polpa vermelha e

polpa branca, independentemente do tamanho da amostra (TABARY, et al. 2020).

Com os critérios mostrados acima, tivemos amostras representativas de todos os 6rgaos de
interesse. O numero de fragmentos de cada amostra foi uma informacdo atil para medir e

qualificar o quanto do material foi amostrado, principalmente, ajudando a calibrar os critérios
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de representatividade comentados acima. Em geral, esperava-se que fossem encontrados
nameros mais padronizados de nimero de fragmentos, mas esses valores apresentaram grandes
variacdes por, principalmente, o tipo de material e a necessidade de novas tentativas de coletas
nas topografias para garantir que haveria material suficiente (a0 menos macroscopicamente)
para analise histoldgica apds o processamento, ou como no caso do bago, devido a friabilidade
do material. Uma outra variavel que utilizamos para mitigar esse viés foi o valor do somatério
do comprimento dos fragmentos, mostrando uma uniformidade, ou seja, mesmo fragmentados,

0s 0rgdos tinham tamanhos semelhantes.

Em geral, as amostras foram majoritariamente representativas, com pequenas variacoes de
acordo com a dificuldade de amostragem de cada topografia. As amostras de coracgdo, figado e
pulmdo ndo apresentaram grandes dificuldades, principalmente pelo acesso e pela posicéo
anatdmica. As amostras de rins e bago apresentaram maiores dificuldades, por vezes com
material menos representativo. O acesso da agulha aos rins e ao bago apresentou maiores
desafios, pela localizacdo retroperitoneal dos rins e mais posterior no abdome, como no caso
do bago. Em alguns casos, inclusive, foram obtidos fragmentos de outros 6rgdos que estavam
no trajeto ou na proximidade destes 6rgdos. O que reduziu o nimero de bidpsias representativas,
no somatario final, embora elas tenham mantido uma quantidade relevante para o estudo. Para
todos os efeitos, o material colhido foi suficiente para corroborar os achados morfoldgicos mais
descritos na literatura, como mostrado na secdo de resultados (secdo 5.2 — Descricdo das

variaveis histopatoldgicas).

Devido a situacdo e todas as limitagdes impostas pela pandemia na época da coleta das
amostras, foi selecionada uma quantidade de conveniéncia de 50 pacientes. Numa possibilidade
de estudo futuro, caso esse tamanho amostral for maior, é possivel que algumas associacdes
estatisticas possam mostrar-se mais fortes e que talvez haja mais associa¢do do inflamassoma
e dos seus produtos do que mostrado neste trabalho. O treinamento da equipe médica que
realizou a coleta do material também foi etapa fundamental para que as amostras tenham sido
representativas, mas seria interessante fazer o uso de outros métodos de imagem que auxiliam
na identificacdo de mais lesdes ou de outros achados morfoldgicos ndo abrangidos neste estudo.
Ainda, o paciente internado no CTI é multifatorial, havendo muitas outras variaveis e
mecanismos imunoldgicos que fazem parte do contexto do paciente. Uma analise mais ampla

e complexa, considerando outros aspectos, como sindromes metabolicas, altera¢cbes no pH
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sanguineo, outras possiveis vias de ativagdo do inflamassoma, dentre outras, seriam

interessantes para aprofundar o tema, para se quantificar e analisar.

Por fim, o inflamassoma é uma das vias da inflamacéao que é hiperativada nos casos de COVID-
19, produzindo excesso de interleucinas, em especial a IL-1p e IL-18, além da Caspase-1. Esta
inicia 0 processo de piroptose e as demais participam do processo da tempestade de citocinas,
um dos substratos imunoldgicos da sindrome inflamatoria sisttémica. A hiperativacdo do
inflamassoma esta relacionado aos achados morfolégicos dos pulmdes, o 6rgdo mais afetado
pela doenga, e aos rins, pelo menos indiretamente. Os demais 6rgdos apresentam alteracdes
morfoldgicas que se associam ao carater multifatorial do paciente internado no CTI e com todo
0 mecanismo de Obito associado. Com esses resultados, é possivel prever que drogas que
bloqueiam a hiperativacdo do inflamassoma possam reduzir essa resposta inflamatdria
exacerbada, reduzindo os danos causados por ela, bem como chamar atencdo de pacientes que
estdo em grupos de risco, em especial os diabéticos. Ainda, em um cenario em que a pandemia
ainda nao foi erradicada e na possibilidade de outras pandemias futuras causadas por outros
virus, a via do inflamassoma é um caminho para entender, a0 menos em parte, a patogénese
inflamatoria e morfoldgica das lesGes, abrindo novos caminhos para o estudo da doenca, de

tratamentos e de prevengé&o.
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7 CONCLUSAO

Este trabalho estudou as alteragcBes histopatoldgicas da COVID-19 e a ativagdo do
inflamassoma NLRP3 em amostras de pulmé&o, cora¢do, figado, baco e rins colhidos por meio
da técnica da autopsia minimamente invasiva, contribuindo para o melhor entendimento da

COVID-19 e da participacdo do inflamassoma NLRP3 nas lesdes teciduais.

Os resultados do estudo permitem concluir que a autopsia minimamente invasiva possibilita
adequado exame anatomopatologico para verificacdo do Obito e que a COVID-19 fatal
apresenta importante componente inflamatério sistémico, com participacdo do inflamassoma
NLRP3.

Estudos complementares estdo indicados para aprofundamento e expansao dessas conclusdes,
considerando a importancia da vigilancia do ébito e das abordagens farmacologicas para a

reducdo de danos dessa resposta inflamatdria exacerbada.
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