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RESUMO

A fibrose pulmonar, um dos desfechos em casos graves de COVID-19 com
Sindrome da Angustia Respiratéria Aguda, aumenta os riscos de complicacoes e
mortalidade. Investigacbes pdés-morte sdo essenciais para entender o padrdao de
deposicdo de matriz extracelular induzido pelo SARS-CoV-2, auxiliando no
tratamento e prognéstico. Assim, objetiva-se analisar a deposicao de colageno tipo |
(Col-1) e tipo Il (Col-lll) em tecidos pulmonares de pacientes que faleceram por
COVID-19 grave, utilizando a técnica de Picrosirius Red. Para isso, amostras foram
coletadas por autopsia minimamente invasiva de 18 pacientes que foram a Obito
com COVID-19, e coradas com Hematoxilina-eosina e Picrosirius Red. Andlise
microscopica e quantificagdo de Col-I e Col-lll foram realizadas. Todas as amostras
mostraram Col-Ill, com percentual médio de 0,0037%. Notou-se que houve maior
expressao de Col-lll em pacientes com tempo prolongado de internacao,
necessidade de ventilacdo mecénica, estagios avancados de dano alveolar difuso e
intensa proliferacdo de pneumécitos. Entretanto, idade e tabagismo nao
influenciaram a deposicdo de matriz extracelular. Assim concluiu-se que pacientes
com maior deposi¢ao de Col-lll estavam em estagios avancados da doenca e tempo
prolongado de hospitalizacéo.

INTRODUCAO
O SARS-COV-2, RNA virus, foi responsavel pela pandemia de COVID-19. Apés a

infecgdo, a doenga pode se desenvolver com uma variedade de quadros clinicos,
podendo ser assintomatico, com sintomas leves como cefaleia, ou ainda graves e
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conseguinte hospitalizacdo devido a Sindrome da Angustia Respiratéria Aguda
(SARA). A SARA anteriormente foi correlacionada com quadros de fibrose pulmonar
(FP), que é um estado patolégico em que o parénquima pulmonar, como uma
medida de recuperacado da lesao tecidual, sofre um processo de comprometimento
funcional irreversivel muitas vezes atribuido ao excesso de deposicao de
componentes da matriz extracelular (MEC), principalmente por proliferacao ativa de
colageno. Uma variedade de causas pode ativar uma cascata pré fibrotica, e a
COVID-19 parece ser um desses fatores (COSTA et al.,, 2023; CIRJALIU et al.,
2023). Dessa maneira, a analise do padrao morfolégico da fibrose, através da
distincdo dos subtipos de colageno é uma ferramenta para o entendimento da FP
em pacientes com COVID-19 grave e suas possiveis sequelas. Uma vez que, o
colageno tipo Il (Col-lll) pressupbe uma indugéo fibrética recente, enquanto o
colageno tipo | (Col-l) a progressdao da fibrose e a reorganizacdo do tecido
tardiamente (GUL et al., 2023; MAUAD, et al., 2021).

MATERIAIS E METODOS

As amostras de tecido pulmonar foram coletadas de18 pacientes que foram a 6bito
por COVID 19 apds um periodo de internamento em Unidade de Terapia Intensiva
(UTI) no Hospital Universitario de Maringa (HUM) entre marco e novembro de 2020.
A coleta e pesquisa ocorreram de acordo com as normas éticas e aprovado pelo
Comité Permanente de FEtica em Pesquisa - COPEP/UEM (CAAE:
38443420.6.0000.0104). As coletas foram realizadas por meio de procedimento de
autopsia minimamente invasiva (AMI), utilizando-se uma agulha cortante (Trucut),
guiada por ultrassom, e em seguida, é realizada uma pungédo. As amostras foram
processadas, cortadas em micr6tomo e coradas com Hematoxilina-eosina e
Picrosirius Red (PSR) para a visualizacdo de fibras de Col-1 e Col-1ll no tecido
pulmonar de pacientes com diagnostico histopatolégico de dano alveolar difuso
(DAD) em fase proliferativa e fibrotica. As laminas foram analisadas em um
microscépio de luz polarizada (Opticam microscopy technology 0500R), acoplado a
um analisador de imagem. A analise qualitativa da polarizacao foi realizada ao
angular o filtro polarizador a 90°, seguida da visualizacao da birrefringéncia amarelo-
esverdeada (Col-lll) ou vermelho-alaranjada (Col-1). Para a quantificacao do Col-I e
Co-lll realizou-se a captura de 10 fotomicrografias por lamina, de areas selecionadas
aleatoriamente no parénquima pulmonar, com aumento de 200x, por meio de
camera acoplada (OPTHD — Opticam microscopy technology). As imagens foram
analisadas através do software ImageProPlus 4.5.0.29 (Media Cybernetics, Inc)
estabelecendo-se uma porcentagem de pixels de Col-lll (amarelo-esverdeado) em
comparagao aos pixels totais observados na lamina corada por PSR. Um modelo de

ém-_yc__u AUEM= @QCNPg N




33° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica
13° Encontro Anual de Iniciagcdo Cientifica JUnior

10 11 de Outubro de 2024

regressao linear simples com um método de selecdo Stepwise foi usado para
identificar covariaveis capazes de influenciar o aumento ou diminuicdo da
porcentagem de Col-lll no pulmado. As covariaveis consideradas no modelo foram
“‘idade”, “tempo de hospitalizacao (dias)”, “estagio de DAD”, “histérico de tabagismo”
e “fibrose”. Adicionalmente, as alteracées histopatolégicas mais frequentemente
observadas através da coloragdo de H&E também foram comparadas com o
percentual de Col-1ll (GIACOMELLI et al., 2021; GUL et al., 2021).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na andlise das laminas, foi encontrado Col-lll em todas as amostras, com uma
porcentagem estimada de 0,0037%. As variaveis "tempo de internagao" e
"hiperplasia de pneumécitos” foram significativas (p<0,05) e diretamente
relacionadas ao aumento da porcentagem de Col-lll (Tab. 1). O tempo médio de
hospitalizagédo foi de 17,8 dias, sendo que 72% dos pacientes tiveram uma
internacao de 14 dias ou mais. Esse prolongado periodo de internacao pode explicar
a alta prevaléncia de sequelas pulmonares em sobreviventes da COVID-19,
especialmente aqueles com internacées mais longas. Grande parte dos pacientes
passou por intubacao orotraqueal (IOT) e 88,4% estavam sob ventilacdo mecénica,
0 que corrobora os achados histopatolégicos de DAD proliferativa e avangada.

Tabela 1. Estimativas do modelo de regresséo linear simples aplicado ao percentual
de colageno tipo Il nos pulmbes de pacientes que faleceram por COVID-19 no
Hospital Regional de Maringa (HUEM)

Variaveis Estimativa Desviopadrao Estatisticat Valor P

(Intercepto) 0.0040 0.0015 2.6 0.0174

Tempo de(g‘.osl)o”a“z""@éO 0.0001 0.0000 3.4 0.0037
ins ) ) ) )

Membrana Hialina 0.0008 0.0004 2.1 0.0511

Hiperplasia de .0.0019 0.0008 26 0.0210

pneumacitos

Significancia estatistica p<0,05; ** Significancia estatistica p<0,1

As variaveis idade, sexo e histérico de tabagismo nao influenciaram a porcentagem
de Col-lll, refletindo que o aumento do colageno esta mais relacionado ao estagio do
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DAD e ao tempo de hospitalizacdo. Comparando com pacientes que sofreram de
outras causas de SARA, os pacientes com COVID-19 apresentaram maior
deposicao de colageno pulmonar. Isso pode estar associado a expressao precoce
de TGF-B nos pulmdes, seguida por uma deposicao intensa e desorganizada de
MEC, impulsionada pelo uso prolongado de ventilacdo mecanica (COSTA et al,,
2023). Esse perfil fisiopatolégico pode, em parte, explicar a maior morbidade e
mortalidade da COVID-19 em comparacao com outras pneumonias virais, bem como
a alta prevaléncia de sequelas pulmonares, como dispneia e capacidade pulmonar
reduzida em sobreviventes.

CONCLUSOES

Conclui-se que os niveis elevados de colageno tipo Ill estavam correlacionados com
um maior tempo de internagdo hospitalar e maior duragdo dos sintomas,
particularmente em pacientes que passaram por ventilagdo mecanica prolongada.
Embora fatores como idade e historico de tabagismo tenham sido avaliados, eles
nao se mostraram determinantes na inducao de sintese do Col-lll.
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