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RESUMO

A gravidade dos casos de COVID-19 esta associada a resposta inflamatdria exacerbada,
conhecida como tempestade de citocinas. Uma resposta imune controlada e eficaz é crucial
para eliminar os efeitos prejudiciais da infeccdo. Diversos parametros hematologicos refletem
0 estado do sistema imunoldgico, sendo possivel acompanhar essa resposta. Porém, estudos
sobre parametros hemocitométricos ndo utilizados na prética clinica sdo escassos. Portanto, o
objetivo deste estudo foi avaliar a utilizacdo de pardmetros hemocitométricos como preditores
de mortalidade em pacientes hospitalizados com COVID-19, de acordo com o desfecho final
(alta hospitalar ou ébito) em 30 dias. Foi realizado um estudo observacional, com dados dos
pacientes com COVID-19 obtidos do laboratério do Hospital Universitario Regional dos
Campos Gerais (HURCG), Ponta Grossa — Parand, durante o periodo de julho a agosto de
2021. Foram adquiridos dados demogréaficos e clinicos de 230 pacientes com diagnostico de
COVID-19. Apéds os critérios de selecdo foram incluidos no estudo 140 pacientes. Os
parametros do hemograma, incluindo os hemocitométricos: NE-SSC (reatividade dos
neutrdfilos), NE-SFL (atividade metabolica dos neutréfilos), LY-SSC (irregularidade do
nucleo linfocitario, granulacdo citoplasmatica e/ou vacuolizacdo) e LY-SFL (atividade
metabdlica dos linfocitos e/ou permeabilidade da membrana celular), assim como o0s
marcadores inflamatorios: PCR, RNL, RPL e RLM foram obtidos na admissdo hospitalar e
em até 24 horas antecedendo o desfecho final (alta ou 6bito). Os pacientes foram divididos em
dois grupos: sobreviventes (n=102) e ndo sobreviventes (n=38). Idade avancada,
comorbidades, comprometimento pulmonar >50% foram considerados fatores de risco para
COVID-19. Os parametros NE-SSC, RDW-CV, RNL e PCR demonstraram estar associados
ao prognostico de mortalidade e podem ser utilizados para avaliar a sobrevivéncia em 30 dias,
com ponto de corte estimado em 153 Ch, 13,2%, 14 e 13,9 mg/dL, respectivamente. Porém,
somente idade foi considerada fator de risco independente para mortalidade. Na avaliacdo em
24 horas antecedendo ao desfecho final (alta ou dbito), as alteracdes dos pardmetros foram
mais expressivas, sendo os piores resultados encontrados no grupo de ndo sobreviventes.
Esses resultados demonstraram que os parametros NE-SSC, RDW-CV e RNL permaneceram
alterados até o desfecho final. Portanto, os resultados do presente estudo podem ser
explorados em estudos futuros para o desenvolvimento de algoritmos de regras para predigéo
clinica em pacientes com COVID-19.

Palavras-chave: Doenca por Coronavirus 2019; Infeccdo pelo SARS-CoV-2; Testes
hematoldgicos; Biomarcadores; Mortalidade.



ABSTRACT

The severity of COVID-19 cases is associated with an exacerbated inflammatory response,
known as a cytokine storm. A controlled and effective immune response is crucial to
eliminating the harmful effects of infection. Several hematological parameters reflect the
immune system's state, making monitoring this response possible. However, studies about
hemocytometric parameters not used in clinical practice are scarce. Therefore, this study
aimed to evaluate the use of hemocytometric parameters as predictors of mortality in
hospitalized patients with COVID-19, according to the final outcome (hospital discharge or
death) within 30 days. An observational study was carried out, with data from patients with
COVID-19 obtained from the laboratory of the Hospital Universitario Regional dos Campos
Gerais (HURCG), Ponta Grossa - Parana, during the period from July to August 2021.
Demographic and clinical data were obtained from 230 patients diagnosed with COVID-19.
After the selection criteria, 140 patients were included in the study. Blood count parameters,
including hemocytometrics: NE-SSC (neutrophil reactivity), NE-SFL (neutrophil metabolic
activity), LY-SSC (lymphocyte nucleus irregularity, cytoplasmic granulation, and/or
vacuolization) and LY-SFL (lymphocyte metabolism and/or cell membrane permeability), as
well as inflammatory markers: CRP, NLR, PLR, LMP were obtained at hospital admission
and within 24 hours preceding to the final outcome (discharge or death). Patients were divided
into two groups: survivors (n=102) and non-survivors (n=38). Advanced age, comorbidities,
and lung involvement >50% were considered risk factors for COVID-19. The parameters NE-
SSC, RDW-CV, NLR, and CRP have been shown to be associated with mortality prognosis.
They can be used to assess 30 days survival, with an estimated cut-off point of 153 Ch,
13.2%, 14 and 13, 9 mg/dL, respectively. However, only age was considered an independent
risk factor for mortality. In the 24-hour assessment preceding to the final outcome (discharge
or death), the changes in the parameters were more expressive, with the worst results being
found in the non-survivors group. These results showed that the NE-SSC, RDW-CV, and
NLR parameters remained changed until the final outcome. Therefore, the results of the
present study can be explored in future studies to develop rule algorithms for clinical
prediction in patients with COVID-19.

Keywords: Coronavirus Disease 2019; SARS-CoV-2 infection; Hematological tests;
Biomarkers; Mortality.
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1 INTRODUCAO

A recente pandemia causada pelo coronavirus, SARS-CoV-2 (do inglés, severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2), tem gerado grande impacto sobre a salude e economia
global (GAUTAM; HENS, 2020). Os primeiros relatos da COVID-19 (do inglés, coronavirus
disease 2019) ocorreram na cidade de Wuhan, localizada na China, em dezembro de 2019 e
no dia 11 de marco de 2020, a COVID-19 foi declarada como pandemia (WHO, 2022a; ZHU
et al., 2020). Os dados sdo alarmantes: até o dia 06 de janeiro de 2022 foram contabilizados
quase 300 milhdes de casos confirmados e mais de 5 milhdes de mortes no mundo, sendo 22,3
milhdes e 620 mil constatados no Brasil (WHO, 2022b).

De forma global, a COVID-19 devastou familias e ainda causa graves consequéncias
no dia a dia da sociedade; a pandemia deixara marcas fisicas, sociais e emocionais na
populacdo (DUBEY et al., 2020). As medidas de contengdo do virus, como distanciamento
social, higienizacdo adequada, protecdo de vias aéreas e vacinagdo sdo aliados no
enfrentamento da doenca (CHU et al., 2020; COREY et al., 2020).

Casos graves da doenca resultam em hospitalizacdes e para avaliar a evolucdo da
condicdo clinica dos pacientes ferramentas diagndsticas sdo Uteis e auxiliam na tomada de
decisdo (LIPPI; PLEBANI, 2020). A literatura traz uma série de dados de perfis laboratoriais
de pacientes infectados pelo SARS-CoV-2, incluindo marcadores hematoldgicos,
imunoldgicos e bioguimicos (GAVIN et al., 2021). Dados esses que sdo indispensaveis para o
acompanhamento do paciente e tomada de decisdes clinicas.

A gravidade dos casos de COVID-19 estd associada a resposta inflamatoria
exacerbada (MERAD; SUBRAMANIAN; WANG, 2021). Uma resposta imune controlada e
eficaz € um elemento crucial para eliminar os efeitos prejudiciais da infec¢do e por meio dos
parametros hematoldgicos, que refletem o estado do sistema imunoldgico é possivel
acompanhar essa resposta (DENNISON et al., 2021).

A infeccdo por SARS-CoV-2 é acompanhada por alteragdes hemocitométricas ao
longo do tempo e a identificacdo precoce de pacientes com evolucdo clinica critica pode
reduzir a mortalidade por meio de intervengdes oportunas (LINSSEN et al., 2020; SUN et al.,
2020).

Contudo, estudos sobre parametros hemocitométricos ndo utilizados na prética
clinica, que sdo objetos do presente estudo, sdo escassos. Dessa forma, faz-se necessario a

compreensdo e elucidacdo da influéncia desses marcadores na evolugdo clinica e desfecho
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final dos pacientes, o que podera contribuir para a redugdo da morbimortalidade causada pela
COVID-19, assim como a insercdo de novos parametros na rotina laboratorial.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Virologia do SARS-CoV-2

O virus SARS-CoV-2 pertence a familia dos beta-coronavirus, possui RNA de fita
simples sentido positivo e é responséavel por causar sindrome respiratéria aguda grave (SARS)
em humanos (HUI et al., 2020).

Estruturalmente, o virus SARS-CoV-2 possui quatro proteinas principais: spike (S),
envelope (E), nucleocapsideo (N) e membrana (M), além de proteinas acessorias como a
hemaglutinina esterase (HE) (Figura 1) (MOUSAVIZADEH; GHASEMI, 2021). O
mecanismo proposto pelo qual o virus infecta células humanas ocorre por meio da interacéo
da proteina S com a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA 2), que atua como um
receptor de entrada do virus SARS-CoV-2 (HOFFMANN, M. et al., 2020). A proteina S é
responsavel por promover a fixacdo a célula-alvo do hospedeiro e a fusdo da membrana viral
e celular, onde ocorre a transferéncia de material genético viral e subsequente replicacdo
(TORTORICI; VEESLER, 2019). Para que ocorra esse processo é necessario a presenca de
uma protease, a TMPRSS2 (do inglés, Transmembrane Serine Protease 2), localizada na
superficie celular (HOFFMANN, M. et al., 2020). No estudo de Zhou et al. (2020) foi
demonstrado que SARS-CoV-2 interage com o0 seu receptor ECA 2 numa afinidade dez vezes
maior do que com SARS-CoV, agente etioldgico da epidemia de sindrome respiratdria aguda
grave que ocorreu no final de 2002 na China, o que demonstra seu maior potencial de
infeccdo (RAPP et al., 2020).
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Figura 1 - Estrutura do SARS-CoV-2
RNA

Proteina N

Proteina S

Proteina M

Proteina E

Fonte: Adaptado de MOUSAVIZADEH; GHASEMI, 2021.

As mutacGes adaptativas ocorridas no genoma do SARS-CoV-2 tém gerado
preocupacdo, pois estdo relacionadas com o aumento da transmissibilidade, gravidade da
doenca, reducdo do desempenho de vacinas, diminuicdo da eficacia terapéutica, e até mesmo
de ferramentas de diagnostico (CHEN, W.; HOTEZ; BOTTAZZI, 2020). O surgimento de
variantes do SARS-CoV-2 fez com que no final de 2020, a OMS junto com parceiros,
caracterizassem as variantes em Variantes de Interesse (VOI, do inglés, varianst of interest) e
Variantes de Preocupacéo (VOC, do inglés, variants of concern), as quais estdo elencadas na
Tabela 1 (WHO, 2022c).

A troca de um Unico aminoacido pode fazer com que o virus se torne despercebido
pelo sistema imunoldgico, o que contribui para a sua adaptacdo no hospedeiro, mutacdo e
surgimento de novas variantes, com caracteristicas diferentes das cepas originais (ALEEM,;
AKBAR SAMAD; SLENKER, 2022).

As VOC possuem em comum mutacGes nas estruturas da proteina S, especificamente
no dominio de ligacdo ao receptor (RBD, do inglés receptor-binding domain) e no dominio N
terminal (N-TD, do inglés N-terminal domain), que sdo importantes alvos de vacinas
(HARVEY et al.,, 2021). Essas mutagGes contribuem para o aumento da afinidade dos
receptores de ligacdo ECA 2 e particulas virais, aumentando, dessa forma, a infectividade
(WU, K. et al., 2021).



Tabela 1- Variantes de preocupacdo atualmente designadas (VOC)
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Denominacéo

Alteracdes de Aminoacidos

Local e data de relato

Data da designacao

OMS

Alfa +S:484K Reino Unido, 18 de dezembro de 2020
+S:452R setembro-2020

Beta +S:L18F Africa do Sul, 18 de dezembro de 2020

maio-2020

Gama +S:681H Brasil, novembro-2020 11 de janeiro de 2021

Delta +S:417N india, VOI: 4 de abril de 2021
+S:484K Outubro-2020 VOC: 11 de maio de 2021

Omicron +S:R346K Vérios paises, novembro-2021 26 de novembro de 2021

+S:L452X
+S:F486V

Fonte: WHO. World Health Organization. Disponivel em: https://www.who.int/en/activities/tracking-SARS-CoV-2-
variants/. Acesso em: 31 mai. 2022.

2.2 Transmissao e Fisiopatologia da COVID-19

A transmissdo do virus pode ocorrer de forma direta, por meio de goticulas e/ou
aerossois, assim como pelo contato com superficies e objetos contaminados e posterior
contato com mucosas nasal, ocular ou oral (MEYEROWITZ et al., 2021; ONG et al., 2020).

Os receptores ECA 2 sdo expressos em diferentes tecidos, 6rgaos e células humanas,
tais como pulmdes, endotélio, eséfago, coracdo, figado, rins, bexiga, intestino e cérebro
(BOURGONUJE et al., 2020; ZOU et al., 2020). A expresséo e a distribuicdo desses receptores
de entrada do virus nas células estdo intimamente relacionadas com o tropismo viral e
sintomas clinicos da doenca (LI, Yanwei et al., 2020).

Como mencionado anteriormente, a porta de entrada do coronavirus nas células € o
receptor ECA 2 e para que esse processo ocorra € necessario a interagdo com a proteina S e

presenca da protease TMPRSS2. O ciclo replicativo do virus se inicia a partir da interagdo da
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proteina S, por meio de seu dominio RBD com o receptor ECA 2, juntamente com a
TMPRSS2, a qual processa a proteina S em seus dominios, S1 (fixacdo) e S2 (fusdo), por
meio do sitio especifico de furina. Na sequéncia, ocorre a fusdo de membranas e o escape do
capsideo viral de dentro do endossomo, iniciando a traducdo de ORF’s (do inglés, open
reading frames) do RNA viral em poliproteinas estruturais e ndo estruturais. Essas
poliproteinas sdo processadas e novas particulas virais sdo montadas e liberadas das células
por exocitose (Figura 2) (CHEN, H.; CHEN; SHEN, 2020; V’KOVSKI et al., 2021).

Figura 2- Ciclo de replicacdo do coronavirus
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A patogénese da COVID-19 envolve, principalmente, o contato do coronavirus com
células do epitélio nasal, onde ha interagdo com os receptores ECA 2. Nesse local, ocorre 0
evento de replicacdo viral e disseminacdo do virus para outras células (SINGH et al., 2021).
Essa fase inicial pode ser caracterizada por uma resposta imune inata limitada e os individuos
infectados podem ser assintomaticos (MASON, 2020). As células epiteliais orais também séo
descritas como importante local de entrada para a COVID-19 (MHASKE et al., 2020). A
nivel pulmonar, SARS-CoV-2 invade principalmente as células alveolares do tipo Il e essa
infeccdo gera uma resposta imunoldgica local com recrutamento de mondcitos, macrofagos e
células dendriticas que por sua vez, liberam uma série de citocinas pré-inflamatorias,
incluindo interleucina-6 (IL-6) (SUBBARAO; MAHANTY, 2020). Se essa resposta ocorrer
de forma acentuada, progride-se para casos mais graves da doenca (TAY et al., 2020).

A infeccdo viral pulmonar dificulta a troca gasosa alveolar devido ao aumento da
permeabilidade vascular, o que contribui para o edema pulmonar, isquemia, ativacdo da
coagulacdo intravascular disseminada (CID), insuficiéncia pulmonar hipoxica e lesdo
pulmonar progressiva (TEUWEN et al., 2020).

2.3 Resposta imune contra 0 SARS-CoV-2

A resposta imune inata é a primeira tentativa de defesa do organismo apds uma
invasdo celular por patégenos e possui papel importante na evolucao clinica da COVID-19
(GOLONKA et al., 2020). O reconhecimento do SARS-CoV-2 ocorre por meio das particulas
virais contendo RNA fita simples, que funcionam como padrdes moleculares associados a
patdégenos (PAMPs), e sdo reconhecidos pelos receptores Toll-like 7 (TLR7) presente em
macrofagos e células dendriticas; o resultado dessa interacdo € a ativacdo da cascata de
sinalizacdo e secrecdo de citocinas pro-inflamatérias como IL-1, IL-6, proteina
quimioatraente de mondcitos-1 (MCP-1, do inglés monocyte chemotactic protein-1), proteina
inflamatoria de macrofagos-1 alfa (MIP-1, do inglés macrophage inflammatory protein-1
alpha), fator de necrose tumoral o (TNF-a, do inglés tumor necrosis factor o) e interferon 1
(IFN-1) (YAZDANPANAH; HAMBLIN; REZAEI, 2020).

O préximo passo para combater a infeccdo pelo SARS-CoV-2 se concentra na
resposta imune adaptativa, que é estimulada por meio da apresentacéo do antigeno viral pelas
proteinas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC, do inglés major
histocompatibility complex) de classe | as células T citotoxicas CD8+, que por sua vez, sao

ativadas e se proliferam em células T efetoras e de memoria (AZKUR et al., 2020). As células
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T efetoras sdo responsaveis pela destruicdo de células infectadas, inclusive os proprios
linfocitos, o que contribui para a linfopenia observada em pacientes com COVID-19 (SEYED
HOSSEINI et al., 2020). A apresentacdo de antigeno pelas células apresentadoras de
antigenos (APC, do inglés antigen presenting cells) as células T CD4+ induz a secrecao de
citocinas e ativacdo das células B que secretam anticorpos especificos contra o virus (LI, G. et
al., 2020).

A transicdo da resposta imune inata para adaptativa € um fator importante para
evolucéo clinica de individuos infectados pelo SARS-CoV-2 (GARCIA, 2020). Respostas
inatas sdo protetoras ao organismo, enquanto, respostas adaptativas que desencadeiam estados
inflamatorias demasiados, pioram o quadro clinico do paciente (TOOR et al., 2021). A
gravidade dos casos e a mortalidade da COVID-19 tém sido relacionadas a ativacdo
exacerbada do sistema imunolégico (COPERCHINI et al., 2020).

A invasdo celular pelo SARS-CoV-2 e evasdo do sistema inato associado a
desregulacao do sistema adaptativo sao responsaveis pela chamada “tempestade de citocinas”,
a qual é caracterizada por ser uma resposta inflamatoria sistémica exacerbada devido a grande
producdo e liberagcdo de quimiocinas e citocinas pro-inflamatérias (XU, Z. et al., 2020). Esse
evento também contribui para 0 aumento da permeabilidade vascular devido a secrecdo de
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF, do inglés vascular endothelial growth
factor), MCP-1, IL-8 e reducédo da expressdo de E-caderina em células epiteliais, que por sua
vez, desencadeia a hipotensdo e disfuncdo pulmonar em pacientes com sindrome do
desconforto respiratério agudo (SDRA) (SINGH et al., 2021).

2.4 Caracteristicas clinicas da COVID-19

A COVID-19 se manifesta de forma heterogénea, desde individuos assintomaticos
até casos graves que podem evoluir a dbito (ASAKURA; OGAWA, 2021). Segundo o Centro
de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC, do inglés Centers for Disease Control and
Prevention), os pacientes infectados por SARS-CoV-2 podem ser classificados em trés
categorias, de acordo com a gravidade da doenca: 1) leve a moderada (sintomas leves até
pneumonia); 1) grave (dispneia, hipoxia ou mais de 50% de envolvimento pulmonar nos
exames de imagem) e I1) critico (insuficiéncia respiratdria, choque ou disfuncéo de multiplos
orgéos) (CDC, 2022).

As manifestacdes clinicas relatadas variam e incluem febre, dispneia, cefaleia,

cansaco, tosse seca, dores de garganta, dores musculares e articulares e sintomas
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gastrintestinais, como diarreia, vomitos ou nauseas (KASINATHAN; SATHAR, 2020). Além
disso, distarbios olfativos e gustativos como anosmia (auséncia de olfato) e ageusia (auséncia
de paladar) também podem estar presentes (GIACOMELLI et al., 2020). Entretanto, com 0
surgimento de novas variantes virais, pode-se especular que caracteristicas clinicas comuns da
COVID-19 em periodos especificos foram atribuiveis a variante circulante predominante
(LEE et al., 2022).

Desde o inicio da pandemia, observa-se que alguns fatores como idade avancada e
presenca de comorbidades pré-existentes como hipertensao arterial, diabetes, doencas
respiratorias,  distirbios cardio e cerebrovasculares, distdrbios do sistema endocrino,
disturbios do sistema digestivo e cancer sdo responsaveis por elevar a taxa de fatalidade dos
casos de COVID-19 (FATHI et al., 2021; NG et al., 2021).

2.5 Diagnostico e tratamento da COVID-19

O diagndstico confirmatdrio da doenca é realizado por testes moleculares, por meio
da amplificacdo de genes virais por reacdo em cadeia de polimerase de transcri¢do reversa em
tempo real (RT-PCR, do inglés reverse transcriptase-polymerase chain reaction), em
amostras do trato respiratorio (UMAKANTHAN et al., 2020). Entretanto, existem outros
testes laboratoriais disponiveis que detectam antigenos virais e/ou anticorpos produzidos
contra o coronavirus e servem de triagem para a COVID-19, como em amostras sanguineas
(YUCE; FILIZTEKIN; OZKAYA, 2021). Exames de imagem, como a tomografia de torax,
auxiliam no diagnéstico e sdo muito Uteis para avaliar o comprometimento pulmonar
(CHUNG et al., 2020). Achados tomograficos implicam em sombras de vidro fosco no
parénquima pulmonar bilateral e opacidades pulmonares consolidativas (JIN et al., 2020).

O tratamento da COVID-19 depende do periodo e da gravidade da doenca. No inicio,
agentes antivirais e anticorpos neutralizantes podem auxiliar, enquanto num segundo periodo,
predominantemente inflamatorio, é interessante a terapia com agentes imunomoduladores,
anti-inflamatorios e anticoagulantes (GANDHI; LYNCH; DEL RIO, 2020).

2.6  Alteragdes do hemograma na COVID-19

As alteragcBes hematoldgicas em pacientes com COVID-19 incluem as trés linhagens

celulares: eritrdcitos, leucécitos e plaquetas (XU, P.; ZHOU; XU, 2020). Além disso, alguns
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pardmetros hematoldgicos obtidos nos exames de rotina laboratorial podem ser utilizados na
estratificacdo de risco de pacientes com COVID-19 (PONTI et al., 2020).

Estudos revelam que o achado mais comum no hemograma de pacientes com
COVID-19 ¢ a linfopenia, caracterizada por contagem de linfdcitos inferiores a 1.000/uL
(CHEN, R. et al., 2020; ZHANG, J. et al., 2021). Além disso, a linfopenia é destaque em
pacientes com curso grave da doenca e esta relacionada com a necessidade de cuidados
intensivos (HUANG et al., 2020; TAN, L. et al., 2020; WANG, J. et al., 2020).

A linfopenia observada nos casos de COVID-19 pode ser devido ao fato dos
receptores ECA 2 serem expressos nos linfécitos, que quando invadidos acabam se rompendo
(XU, Z. et al., 2020). Outras causas podem ser relacionadas a hematopoese deficiente devido
a invasao viral da medula déssea e apoptose como resposta ao estado hiperinflamatério
(WANG, F. et al., 2020; YAO et al., 2020). Além disso, as células T possuem atividade
imunomoduladora, reduzindo negativamente a resposta inflamatoria, porém a reducéo dessas
celulas contribui ainda mais para o estado hiperinflamatorio (LIU, Yuwei et al., 2020).

Além da linfopenia, outro achado frequente no hemograma é a neutrofilia (contagem
de neutréfilos superior a 8.000/puL) que esta relacionada ao estado hiperinflamatério e a
tempestade de citocinas na infeccdo pelo SARS-CoV-2, exceto nos casos de coinfecgdes
bacterianas (PALLADINO, 2021). No estudo de Zini et al. (2020) foi relatada a presenca de
alterac6es morfoldgicas dos neutréfilos, como reducdo do nimero de segmentacdo nuclear e
presenca de granulacdo citoplasmatica imatura. Porém, essas alteracdes foram transitérias e
prévias ao aparecimento de linfdcitos reativos, que sdo caracteristicos de infeccdes virais
(ZINI et al., 2020).

No estudo de Qin et al. (2020) foi demonstrado que em casos graves de COVID-19 a
contagem de linfocitos, mondcitos, eosindfilos e basofilos tendem a ser menores, enquanto
gue a contagem de neutrofilos tende a ser maior. Henry et al. (2020) constataram que em
pacientes com doenca grave e fatal, a contagem de leucécitos estava significativamente
aumentada e a contagem de linfdcitos e plaquetas diminuidas em comparagdo com pacientes
ndo graves e sobreviventes.

As plaquetas possuem papel crucial na hemostasia e também participam do processo
inflamatdrio e do sistema imunoldgico (KILERCIK et al., 2021). A trombocitopenia, reducdo
da contagem de plaquetas, esta relacionada a um risco elevado de mortalidade em pacientes
com COVID-19 (WOOL; MILLER, 2021).

O tecido pulmonar comprometido e as células endoteliais pulmonares danificadas

podem ativar as plaquetas a nivel pulmonar, aumentando dessa forma seu consumo devido a
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agregacéo e formagdo de microtrombos (XU, P.; ZHOU; XU, 2020). Além disso, a reducao
da contagem de plaquetas pode ocorrer devido a estimulagdo de autoanticorpos contra
plaquetas pelo SARS-CoV-2 e consequente eliminacdo pelo sistema reticulo endotelial (XU,
P.; ZHOU; XU, 2020)

Alguns estudos realizaram a comparacdo da contagem de plaquetas em pacientes
graves e ndo graves com COVID-19 e verificaram que em pacientes graves, as contagens
estavam reduzidas (GUAN et al., 2020; LIU, W. et al., 2020; LI1U, Yingxia et al., 2020).

A anemia também é frequentemente observada em pacientes com COVID-19 e essa
diminuigdo da concentracdo de hemoglobina pode ser em decorréncia de alteragdes no
metabolismo do ferro (PALLADINO, 2021). Além disso, como mencionado anteriormente, o
SARS-CoV-2 pode ser capaz de infectar as células-tronco hematopoiéticas na medula dssea e
consequentemente inibir a eritropoese (WANG, F. et al., 2020; YAO et al., 2020).

Outro parametro, da rotina do hemograma, que demonstra alteracdo na infecgéo pelo
SARS-CoV-2 é o RDW (amplitude de distribuicdo de eritrocitos, do inglés red cell
distribution width) (KILERCIK et al., 2021). O RDW indica a variacdo do tamanho dos
eritrocitos, quando elevado (relatado como anisocitose) pode estar relacionado com um
aumento da taxa de destrui¢do dos eritrocitos, eritropoiese disfuncional e/ou reducdo da vida
atil dos eritrcitos (KARIMI SHAHRI; NIAZKAR; RAD, 2021). Henry et al. (2020), relatou
possiveis causas da presenca de anisocitose nos pacientes com COVID-19: lesdo citopéatica
direta devido a infeccdo de eritrocitos circulantes ou seus precursores da medula 6ssea; dano
eritrocitario indireto consequente a anemia hemolitica ou coagulacéo intravascular e alteracédo

do metabolismo do ferro devido a resposta inflamatoria persistente.

2.7 Parametros hemocitométricos adicionais na COVID-19

Os parametros hemocitométricos adicionais de neutrofilos e linfocitos que dizem
respeito as suas complexidades internas (estrutura e granulosidade) e metabolismo (atividade
celular), fornecem informacdes sobre a resposta inflamatoria mediada por células (SAXENA,;
PATI, 2019). Esses parametros sdo obtidos de equipamentos hematolégicos de ultima
geracdo, que utilizam a citometria de fluxo de fluorescéncia para realizar a contagem
diferencial dos leucdécitos (SYSMEX, 2017).

Essa diferenciagdo ocorre com base no tamanho (dispersdo direta; FSC, do inglés
forward scatter), estrutura interna/granularidade (dispersdo lateral; SSC, do inglés side

scatter) e conteddo de DNA/RNA (expressdo de fluorescéncia; SFL, do inglés side
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fluorescence) (MARTENS et al.,, 2021). Esses analisadores fornecem resultados néo
explorados na pratica clinica, relatados como pardmetros de pesquisa (MARTENS et al.,
2021).

Os citdbmetros de fluxo utilizam lasers como fonte de luz e quando as células
previamente marcadas com marcadores de fluorescéncia em seu material genético fluem
através de um canal (célula de fluxo), sinais de luz dispersos e fluorescentes sdo detectados
por fotodiodos e transformados em sinais eletrbnicos, os quais sdo traduzidos pelo
computador, que fornece um diagrama de dispersdo (MCKINNON, 2018).

Dentre os parametros hemocitométricos adicionais reportados pelo equipamento
estdo o NE-SSC que representa a reatividade dos neutrofilos, NE-SFL que representa a
atividade metabolica dos neutréfilos, LY-SSC que representa a irregularidade do ndcleo
linfocitario, granulacdo citoplasmatica e/ou vacuolizacdo e o LY-SFL que representa a
atividade metabolica dos linfécitos e/ou permeabilidade da membrana celular (SYSMEX,
2017).

A complexidade interna dos neutrofilos, representado pelo NE-SSC, esta relacionada
com a mudanca na funcionalidade celular, como por exemplo a presenca de granulacdes
toxicas  e/ou  vaclolos  citoplasméaticos  (USTYANTSEVA; KHOKHLOVA,;
AGADZHANYAN, 2019). Essas alteracbes estdo presentes em resposta a infeccdo e
inflamacdo (MARIONNEAUX, 2020).

Os neutréfilos ativados secretam varias citocinas pré-inflamatorias e moléculas de
superficie para apresentacdo de antigenos e ativacdo de células T (LI, Yang et al., 2019).
Quando ativados, os neutrofilos apresentam alteracdes na composicdo dos lipideos de
membrana, assim como maior atividade citoplasmatica devido a producdo ativa de citocinas e
o resultado dessas alteracfes é acompanhado por aumento de material genético, que €
altamente corado por corante fluorescente, aumentando assim o sinal fluorescente e a
intensidade do NE-SFL, refletindo sua atividade metabdlica (USTYANTSEVA;
KHOKHLOVA; AGADZHANYAN, 2019).

Em relacdo aos parametros adicionais de linfécitos, estes fornecem informacdes
sobre a resposta inflamatoria mediada por células e por anticorpos (SAXENA; PATI, 2019).
Os linfdcitos reativos possuem maior sinal de fluorescéncia (LY-SFL), enquanto que os
linfécitos B produtores de imunoglobulinas possuem maior complexidade interna (LY-SSC)
(SAXENA; PATI, 2019)

Entretanto, estudos envolvendo esses parametros hemocitométricos de pesquisa e a
relacdo com a COVID-19 séo raros (MARTENS et al., 2021; WANG, Z. et al., 2020; YIP et
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al., 2020). Wang et al. (2020) compararam o numero de linfocitos altamente fluorescente e a
gravidade dos pacientes com COVID-19 internados na China. Yip et al. (2020) também
analisaram parametros adicionais de linfocitos para avaliar a resposta imunoldgica e
gravidade da doenca. Martens et al. (2020), analisaram caracteristicas de novos parametros
hemocitométricos de pacientes com e sem COVID-19; assim como, em relagdo a condicéo
clinica denominada “Sindrome de Tempestade de Citocinas”.

Portanto, os parametros hemocitométricos adicionais podem ser ferramentas Uteis na
triagem e manejo clinico de pacientes infectados com SARS-CoV-2, haja visto a participacdo
das células sanguineas na patogénese da COVID-19 (KILERCIK et al., 2021).

2.8 Marcadores de inflamagdo na COVID-19

Sabe-se que o processo inflamatério é indispensavel para se obter uma resposta
imune eficaz e reestabelecer a homeostase (YE; WANG; MAO, 2020). Porém, o estado
hiperinflamatorio decorrente da tempestade de citocinas é mau prognostico da COVID-19, e
pode levar a SDRA e/ou faléncia de maltiplos 6rgdos (HUANG et al., 2020).

Portanto, 0os exames laboratoriais em pacientes hospitalizados com COVID-19
devem incluir além do hemograma, marcadores de inflamacdo, como por exemplo, a proteina
C reativa (PCR) (HUANG et al., 2020). Além disso, estudos demonstram a aplicacdo
potencial de dados derivados do hemograma, como a relacdo de neutrofilos/linfocitos (RNL),
a relacdo de plaquetas/linfocitos (RPL) e a relagdo de linfocitos/mondcitos (RLM) como
marcadores de inflamacdo e gravidade da COVID-19 (KILERCIK et al., 2021).

A PCR é considerada um biomarcador da fase aguda do processo inflamatdrio,
produzida em resposta ao aumento de citocinas inflamatdrias, principalmente 1L-6
(SPROSTON; ASHWORTH, 2018). Além disso, a PCR tem sido relacionada a pior
progndstico na COVID-19 e danos teciduais, especialmente pulmonar (SADEGHI-
HADDAD-ZAVAREH et al., 2021). No estudo de Tan, Chaochao et al., (2020) os niveis
aumentados de PCR (> 20,42 mg/L) demonstraram identificar precocemente a gravidade dos
pacientes , antes mesmo dos achados tomograficos.

Os danos celulares envolvendo a PCR incluem o aumento da producéo de citocinas
pro-inflamatorias devido a hiperatividade da Angiotensina Il (Ang Il), ativagdo do sistema
complemento e inducdo de apoptose (MOSQUERA-SULBARAN et al., 2021). Como ja
mencionado, 0 SARS-CoV-2 invade as células do hospedeiro por meio do receptor de entrada

ECA-2. A ECA-2 possui papel protetor no organismo pois converte a Ang Il em Ang 1-7, que
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possui efeitos benéficos, contrarios a Ang Il (NI et al., 2020). A internalizacdo do complexo
virus-ECA-2 reduz a quantidade dessa enzima na superficie e consequentemente, aumenta 0s
efeitos da Ang Il como a inducdo de producdo de PCR, citocinas pro-inflamatdrias, estresse
oxidativo, fibrose, vasoconstricdo, entre outros (MOSQUERA-SULBARAN et al., 2021).

A RNL ¢ obtida a partir da divisao da contagem absoluta de neutréfilos por linfécitos
em um hemograma de rotina, entretanto é relatada como um fator de risco independente em
pacientes graves com COVID-19 (LIU, Yuwei et al., 2020). A proporcdo elevada de
neutrofilos para linfécitos € muito Gtil e pode prever o prognéstico do COVID-19 (YANG, A.
et al., 2020). Sugere-se que em casos graves da doenca, ocorra a mudanca de leucocitos para
neutrofilos ao inves de linfécitos e, possivelmente, a RNL pode ser uma ferramenta para
auxiliar o médico no tratamento clinico de pacientes (POURBAGHERI-SIGAROODI et al.,
2020).

A RLM e RPL também sdo ferramentas eficazes e podem auxiliar no
acompanhamento de pacientes com COVID-19 (SEYIT et al., 2021). A RPL é um marcador
que avalia tanto o processo inflamatério quanto a funcionalidade das plaquetas (QU et al.,
2020). O estudo realizado por Bastug et al. (2020) revelou que as RNL, RLM e RPL podem
ser usados como uma ferramenta diagnostica preditiva para determinar pacientes que
precisam de suporte na UTI.

A propor¢do de linfécitos diminuidos e mondcitos elevados resultam em RLM
diminuida, porém, esse resultado aumenta a chance de mortalidade em individuos com
COVID-19.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a utilizacdo de pardmetros hemocitométricos como preditores de mortalidade
em pacientes hospitalizados com COVID-19, de acordo com o desfecho final (alta hospitalar

ou 6bito) em 30 dias.

3.2 Objetivos especificos

o Comparar os resultados do hemograma, dos parametros hemocitométricos adicionais
(NE-SSC, NE-SFL, LY-SSC e LY-SFL) e dos marcadores de inflamacdo (PCR, RNL, RPL e
RLM) entre os pacientes sobreviventes e ndo sobreviventes, na admissdo hospitalar e em até
24 horas antecedendo o desfecho final (alta hospitalar ou ébito);

o Determinar o ponto de corte dos parametros laboratoriais identificados como fatores
de risco no estudo;

o Realizar a analise de sobrevivéncia dos individuos com COVID-19, de acordo com o
ponto de corte;

o Identificar possiveis fatores prognosticos independentes para COVID-19.
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4 METODOLOGIA

4.1 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo observacional, com dados dos pacientes com COVID-19
obtidos do laboratério do Hospital Universitario Regional dos Campos Gerais (HURCG), no
municipio de Ponta Grossa — Parand, durante o periodo de julho a agosto de 2021. As
informacdes utilizadas na pesquisa foram coletadas apos a aprovacdo pelo comité cientifico
do HURCG e pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de Ponta Grossa,
parecer N° 4.825.617. Esta investigacdo foi baseada na obtencdo exclusivamente de dados;
portanto, nenhuma coleta sanguinea foi realizada e ndo se fez necessaria a aplicacdo do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). A pesquisa foi realizada em conformidade
com a Declaracdo de Helsinki.

Foram incluidos no estudo os pacientes com diagndstico de COVID-19 definido por
RT-PCR em esfregaco nasofaringeo e idade igual ou superior a 18 anos. Foram excluidos da
pesquisa todos o0s pacientes que apresentaram patologias hematol6gicas, auséncia de
informacdes clinicas, laboratoriais e/ou de desfecho final (alta ou ébito); como por exemplo,
0s pacientes que foram transferidos e pacientes com tempo de internamento superior a 30
dias. Os pacientes foram estratificados em dois grupos, de acordo com o desfecho final:
Grupo 1) Sobreviventes e Grupo I1) Ndo Sobreviventes.

Foram adquiridas as seguintes variaveis com relacdo aos dados demograficos e
clinicos: idade, sexo, indice de massa corporal (IMC), presenca de comorbidades, sintomas
relatados, comprometimento pulmonar (avaliado por meio da tomografia computadoriza),
intubacdo orotraqueal e presenca de infeccBes secundarias durante o periodo de
hospitalizagdo, medicamentos utilizados, tempo de internamento e desfecho final.

Os parametros hematoldgicos foram obtidos na admissdo hospitalar do paciente e em
até 24 horas antecedendo o desfecho final (alta ou ébito), processados no equipamento
automatizado XN-1000 (Sysmex®, Kobe, Japao). Foram selecionados os seguintes parametros
hematoldgicos de rotina: contagem de eritrécitos, hemoglobina, hematocrito, Volume
Corpuscular Médio (VCM), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), Concentragdo
Hemoglobinica Corpuscular Média (CHCM), amplitude de distribuicdo dos eritrécitos
(RDW), contagem total de leucdcitos, contagem absoluta de neutréfilos, contagem absoluta

de linfocitos, contagem absoluta de mondcitos e contagem de plaquetas.



27

O analisador hematolégico XN-1000 utiliza a citometria de fluxo de fluorescéncia
para a contagem diferencial de leucocitos, permitindo a diferenciacdo de subconjuntos
celulares com base no tamanho (dispersdo direta; FSC), estrutura interna/granularidade
(dispersédo lateral; SSC) e contetdo de DNA/RNA (expressdo de fluorescéncia; SFL)
(SYSMEX, 2019). Desta forma, foram analisados novos parametros hemocitométricos de
pesquisa, obtidos por citometria de fluxo: reatividade dos neutrofilos (NE-SSC), atividade
metabolica (NE-SFL), irregularidade do nucleo linfocitéario, granulacdo citoplasmatica e/ou
vacuolizacdo (LY-SSC), atividade metabdlica dos linfocitos e/ou permeabilidade da
membrana celular (LY-SFL), relatados em unidades de dispersdo de luz (Ch, do inglés
channels).

Como marcadores de inflamacdo, foram calculadas as razdes: neutrofilo/linfocito
(RNL), plaquetas/linfocito (RPL) e linfécito/mondcito (RLM). A RNL foi calculada dividindo
0 numero total de neutréfilos pelo numero total de linfécitos do sangue periférico. A RPL foi
calculada com base nas contagens sanguineas periféricas de plaquetas e linfocitos, dividindo o
namero de plaquetas pelo nimero de linfécitos. A RLM foi calculada dividindo a contagem
absoluta de linfocitos pela contagem absoluta de mondcitos no sangue periférico. Além disso,
foram selecionados os resultados de PCR quantitativa na admissao hospitalar, fornecido pelo
equipamento VITROS® Fs 5.1 (Ortho Clinical Diagnostics, Rochester, NY, USA).

4.2 Andlise estatistica

A normalidade dos dados foi determinada utilizando o teste de Kolmogorov-Smirnov.
Como a distribuicdo da maioria das varidveis (idade, tempo de internamento, IMC,
hemoglobina, hematdcrito, HCM, CHCM, RDW, leucdcitos, neutrofilos, linfocitos,
monacitos, plaquetas, RNL, RPL, RLM, NE-SSC, NE-SFL e LY-SSC) nédo foi normal, os
dados foram apresentados em mediana e intervalo interquartil.

A comparacdo das variaveis quantitativas entre os grupos foi realizada pelo teste de
Mann-Whitney. As variaveis categoricas foram apresentadas em nimero e percentual (%) e a
comparacéo entre os grupos foi realizada por meio do teste de Qui-Quadrado (x2) ou Exato de
Fisher, quando necessario.

A analise de regressdo logistica univariada foi usada para avaliar os fatores de risco
para predizer a mortalidade em pacientes com COVID-19. Curvas ROC (receiver operating
characteristic) foram construidas para avaliar o valor progndstico dos parametros

laboratoriais na admisséo, obtendo a area sob a curva (AUC), sensibilidade, especificidade,
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razdo de verossimilhancga positiva, razdo de verossimilhanga negativa e o ponto de corte. Para
a analise de sobrevivéncia, Curvas de Kaplan-Meier foram construidas. O modelo de riscos
proporcionais de Cox foi realizado para identificar fatores progndsticos independentes.

Os dados foram analisados pelo programa SPSS Statistics 20® (IBM Corp., Armonk,
New York, USA) e MedCalc®, versdo 9.2.1.0 (MedCalc Software, Mariakerke, Bélgica). Em

todas as anélises, o nivel de significancia foi considerado quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

Os dados de 230 pacientes hospitalizados com COVID-19 foram analisados. Com
base nos critérios de exclusdo foram selecionados 140 individuos para o estudo. Os pacientes
foram divididos em um grupo de sobreviventes (n=102) e um grupo de ndo sobreviventes
(n=38). A Tabela 2 demonstra a caracterizagdo desses pacientes, assim como a comparacéo
entre os grupos avaliados no estudo. O grupo de ndo sobreviventes apresentou individuos com
maior faixa etaria (Tabela 2). Ndo houve diferenca de sexo e IMC entre os dois grupos
(Tabela 2).

Observou-se que o grupo de ndo sobreviventes apresentou maior percentual de
individuos com hipertensdo arterial sisttémica, diabetes mellitus e doenca cardiovascular
(Tabela 2).

Os resultados da tomografia computadorizada mostraram que o0 grupo de
sobreviventes demonstrou maior percentual de individuos com comprometimento pulmonar
entre 25 e 50%; enquanto, no grupo de ndo sobreviventes o comprometimento pulmonar foi
maior que 50% (Tabela 2). A tomografia computadorizada ndo foi realizada nos pacientes que
demonstraram instabilidade no momento da admissao hospitalar ou em gestantes.

Além disso, o grupo de ndo sobreviventes exibiu maior percentual de individuos que
foram submetidos a intubacdo orotraqueal, assim como apresentaram infeccGes secundarias
durante a periodo de hospitalizacdo (Tabela 2). O tempo de internamento foi superior para 0s
individuos ndo sobreviventes (Tabela 2).

Com relagdo aos sintomas, todos os pacientes relataram sintomas gripais, como por
exemplo: tosse, mialgia, coriza, febre, calafrios, cefaleia e mal-estar geral. Além disso, 56
(40,0%) pacientes referiram dispneia, 46 (32,8%) astenia, 13 (9,2%) hipoxemia, 7 (5,0%) dor
torécica, 6 (4,3%) anosmia, 4 (2,9%) odinofagia, 4 (2,9%) disgeusia e 1 (0,7%) lombalgia.
Com relacdo aos sintomas gastrointestinais, 14 (10,0%) pacientes apresentaram diarreia,
nauseas e vomitos, sendo que apenas um (0,7%) paciente relatou dor abdominal.

Na admissao hospitalar, as seguintes classes de medicamentos foram utilizadas no
tratamento profilatico: anticoagulantes em 134 (95,7%), imunossupressores em 127 (90,7%) e
antibioticos em 78 (55,7%) dos pacientes com COVID-19.
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Tabela 2 - Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes com COVID-19

Variaveis Sobreviventes  N&o Sobreviventes  Valor de
(n=102) (n=38) p
Idade, anos 48 (37 - 62) 64 (55 — 76) <0,001*
Sexo, n (%)
Feminino 41 (40) 16 (42) 0,991
Masculino 61 (60) 22 (58)
IMC, kg/m? 30 (26 — 33) 28 (24 -32) 0,230
Comorbidades, n (%)
Doenca cardiovascular 5(4,9) 12 (31,6) <0,001*
Obesidade 10 (9,8) 4 (10,5) 0,998
Diabetes mellitus 20 (19,6) 19 (50,0) <0,001*
DPOC 4 (3,9) 5(13,2) 0,113
Hipertensao arterial 35 (34,3) 22 (57,9) 0,019*
AVC prévio 4 (3,9) 4 (10,5) 0,213
Auséncia 52 (50,9) 11 (28,9) 0,032*

Comprometimento Pulmonar, n (%)

<25% 19 (18,6) 8 (21,1) 0,934
25 — 50% 51 (50,0) 5 (13,2) <0,001*
>50% 29 (28,4) 22 (57,9) 0,002*
Nao realizado 3(2,9) 3(7,9) 0,344
Intubacdo orotraqueal, n (%) 21 (20,6) 36 (94,7) <0,001*
InfeccBes secundarias, n (%) 18 (17,6) 23 (60,5) <0,001*
Tempo de internamento, dias 11 (6 - 18) 18 (10 — 24) 0,017*

IMC, Indice de Massa Corporal. DPOC, doenga pulmonar obstrutiva crénica. AVC, Acidente Vascular Cerebral.
*diferenca estatistica entre os grupos, p<0,05. Fonte: os autores.
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A Tabela 3 demonstra os parametros laboratoriais avaliados no estudo no momento
da admissdo. Observou-se que CHCM, RDW-CV, contagem absoluta de neutrofilos, NE-
SSC, RNL e PCR exibiram diferenca estatistica entre os grupos (Tabela 3). Para identificar se
esses parametros permaneceram alterados até o desfecho final, foi realizada a avaliacdo em
até 24 horas antecedendo a alta hospitalar ou o 6bito (Tabela 4). A maioria dos parametros
eritrocitarios demonstraram diferenca estatistica entre os grupos, com exce¢do do HCM,
contagem absoluta de mondcitos, LY-SFL e RPL (Tabela 4).
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Admissao
Sobreviventes Né&o Sobreviventes Valor de
(n=102) (n=38) p

Parametros do hemograma

Eritrocitos (M/pL) 4,62 (4,14 - 5,06) 4,36 (3,69 — 4,94) 0,220
Hemoglobina (g/dL) 13,7 (12,0 - 14,8) 13,0 (11,4 - 14,6) 0,267
Hematdcrito (%) 39,8 (35,0 - 42,7) 38,6 (34,3 - 42,5) 0,606
VCM (fL) 85,3 (82,4 - 88,5) 87,1 (82,2 - 93,1) 0,127
HCM (pg) 29,5 (28,3 - 30,4) 29,6 (27,7 - 30,8) 0,964
CHCM (%) 34,3 (33,7 - 34,9) 33,6 (32,9-34,2) 0,002*
RDW-CV (%) 13,0 (12,3 - 13,6) 13,4 (12,9 - 14,5) 0,008*
Leucdcitos (células/pL) 8.790 (6.280 — 12.750)  10.685 (7.540 — 16.520) 0,059
Neutréfilos (células/uL) 7.682 (5.150 — 10.611)  9.635 (6.107 —15.388)  0,047*
Linfécitos (células/uL) 798 (570 — 1.100) 648 (473 — 1.107) 0,207
Mondcitos (células/pul) 382 (244 — 600) 411 (234 —592) 0,938
Plaquetas (103 células/uL) 206 (169 — 260) 190 (141 - 270) 0,387
Parametros hemocitométricos

NE-SSC (Ch) 153 (150 — 157) 156 (153 — 158) 0,008*
NE-SFL (Ch) 51 (49 — 54) 51 (49 - 53) 0,549
LY-SSC (Ch) 84 (81 - 85) 84 (82— 85) 0,592
LY-SFL (Ch) 70 (68 — 73) 69 (66 — 71) 0,083
Marcadores de inflamacao

RNL 9,4 (6,2 - 14,7) 13,6 (8,3 — 22,8) 0,021*
RPL 277 (181 — 359) 262 (180 — 410) 0,815
RLM 2,0(1,4-3,0) 2,0(1,3-3,0) 0,591
PCR (mg/dL) 7,8 (5,3 - 21,5) 20,0 (7,1 — 28,5) 0,006*

Mediana e intervalo interquartil. VCM, Volume Corpuscular Médio. HCM, Hemoglobina Corpuscular Médio. CHCM,
Concentragcdo Hemoglobinica Corpuscular Média. RDW-CV, Red Cell Distribution Width - Amplitude de Distribuicdo dos
Eritrocitos. NE-SFL, atividade metabolica. LY-SSC, irregularidade do nlcleo linfocitario, granulagdo citoplasmatica e/ou
vacuolizacdo. FY-SFL, atividade metabdlica dos linfécitos e/ou permeabilidade da membrana celular. Ch, channels. RNL,
Relacdo Neutrofilo/Linfdcito. RPL, relagdo Plaquetas/Linfocito. RLM, Relagdo, Linfécito/Mondcito. NE-SSC, reatividade dos

neutréfilos. PCR, proteina C reativa. *diferenca estatistica entre os grupos, p<0,05.

Fonte: os autores.
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Tabela 4- Parametros laboratoriais em até 24 horas antecedendo o desfecho final dos pacientes com COVID-19

Desfecho final

Sobreviventes
(n=102)

Nao Sobreviventes

(n=38)

Valor de
p

Parametros do hemograma

Eritrocitos (M/uL)

Hemoglobina (g/dL)

Hematocrito (%)
VCM (fL)

HCM (pg)
CHCM (%)
RDW-CV (%)

Leucocitos (células/pL)
Neutréfilos (células/uL)
Linfocitos (células/pL)
Mondcitos (células/uL)
Plaquetas (10° células/puL)

Parametros hemocitométricos

NE-SSC (Ch)
NE-SFL (Ch)
LY-SSC (Ch)
LY-SFL (Ch)

Marcadores de inflamacao

RNL
RPL
RLM

4,60 (4,00 — 5,02)
13,4 (11,6 — 14,8)
39,2 (33,8 - 42,7)
85,7 (82,9 — 89,1)
29,6 (28,4 — 30,4)
34,1 (33,6 — 34,9)
13,1 (12,3 - 13,9)

9.045 (6.500 — 11.310)
6.343 (4.488 — 8.433)
1.681 (1.163 — 2.314)

666 (469 — 874)
269 (217 — 360)

154 (150 — 159)
49 (47 - 51)
83 (81 - 85)
72 (69 — 74)

37(2,5-57)
156 (123 — 230)
2,6 (1,9 3,5)

3,28 (2,80 - 3,71)
9,2 (8,2 -10,5)
30,1 (25,6 — 33,1)
91,2 (86,3 95,1)
29,5 (27,8 - 31,1)
32,4 (30,8 - 33,7)
16,0 (14,7 - 16,4)

14.590 (10.570 — 25.770)
12.614 (9.362 — 22.420)

751 (545 — 1.427)
541 (298 — 1.128)
167 (116 — 248)

156 (152 — 161)
56 (52 — 60)
84 (82 — 86)
69 (61 — 74)

14,4 (8,3 — 31,7)
202 (122 — 432)
1,6 (0,8 3,0)

<0,0001*
<0,0001*
<0,0001*
<0,0001*
0,886
<0,0001*
<0,0001*
<0,0001*
<0,0001*
<0,0001*
0,422
<0,0001*

0,048*
<0,0001*
0,033*
0,220

<0,0001*
0,113
0,001*

Mediana e intervalo interquartil. VCM, Volume Corpuscular Médio. HCM, Hemoglobina Corpuscular Médio. CHCM,
Concentragcdo Hemoglobinica Corpuscular Média. RDW-CV, Red Cell Distribution Width - Amplitude de Distribuicdo dos
Eritrocitos. NE-SFL, atividade metabdlica. LY-SSC, irregularidade do ndcleo linfocitario, granulacdo citoplasmatica e/ou
vacuolizagdo. FY-SFL, atividade metabdlica dos linfécitos e/ou permeabilidade da membrana celular. Ch, channels. RNL,
Relacdo Neutrofilo/Linfdcito. RPL, relagdo Plaquetas/Linfocito. RLM, Relagdo, Linfécito/Monocito. NE-SSC, reatividade dos
neutrofilos. *diferenca estatistica entre os grupos, p<0,05.

Fonte: os autores.
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Com base nos resultados anteriores, foi realizada a analise de regresséo logistica para
investigar o valor prognostico de mortalidade dos pardmetros avaliados na admisséo
hospitalar em pacientes com COVID-19 (Tabela 5). Os resultados demonstraram que a idade,
a presenca de comorbidades e o comprometimento pulmonar superior a 50% podem ser
considerados como fatores de risco (Tabela 5). Assim como, 0s pardmetros laboratoriais
RDW-CV, NE-SSC, RNL e PCR podem ser utilizados para predizer o prognéstico de
pacientes com COVID-19. No entanto, o CHCM (OR= 0,688; 1C95% 0,529 a 0,895; p=
0,005) e contagem absoluta de neutréfilos (OR=1,000; 1C95% 0,999 a 1,001; p=0,010) nao
foram considerados como fatores de risco (Tabela 5).

Tabela 5- Anélise de regressdo logistica univariada dos fatores de risco para predizer o progndstico de pacientes
com COVID-19

Parametros OR IC 95% Valor de p
Idade 1,053 1,027 a 1,081 <0,001
Comorbidades 2,416 1,130 a 5,165 0,023
Comprometimento pulmonar >50% 2,496 1,118 a 5,573 0,026
CHCM (%) 0,688 0,529 a 0,895 0,005
RDW-CV (%) 1,229 1,043 a 1,448 0,014
Neutréfilos (células/uL) 1,000 0,999 a 1,001 0,010
NE-SSC (Ch) 1,081 1,002 a 1,165 0,044
RNL 1,063 1,017 a 1,109 0,006
PCR (mg/dL) 1,057 1,021 a 1,094 0,002

CHCM, Concentragdo Hemoglobinica Corpuscular Média. RDW-CV, Red Cell Distribution Width - Amplitude
de Distribuicdo dos Eritrocitos. NE-SSC, reatividade dos neutrdfilos. Ch, channels. RNL, Relagdo
Neutrofilo/Linfécito. PCR, proteina C reativa. OR, Odds Ratio (Razéo de chances). IC, Intervalo de Confianca.
Fonte: os autores.
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Para examinar o valor clinico dos pardmetros laboratoriais na admissdo em predizer
0 prognostico de pacientes com COVID-19 curvas ROC foram construidas (Figura 3). A
Tabela 6 demonstra os resultados da area sob a curva ROC (AUC), o ponto de corte para 0s
parametros avaliados no dia da admissdo para prever a mortalidade, a sensibilidade, a
especificidade e a razdo de verossimilhanga positiva e negativa. Os pardmetros RDW-CV,
NE-SSC, RNL e PCR apresentaram AUC significativa, superior a 0,5 (p=0,008, p=0,007,
p=0,020 e p=0,006; respectivamente).

Tabela 6- Resultados da curva ROC

Parametros Ponto AUC Sensibilidade Especificidade @ RVP RVN
de (1C 95%) (1C 95%) (IC 95%)
corte

RDW-CV (%) 132 0,646 (0,560 0,725) 68,4 (51,3a825) 618(16a712) 1,79 051
NE-SSC (Ch) 153 0,645 (0,561 20,866) 73,7 (56,9286,6) 54,9 (44,7a648) 163 048
RNL 140 0,627 (0,542 20,707) 50,0 (33,4a66,6) 73,5(639a81,8) 1,89 0,68
PCR(mg/dL) 139 0,651 (0,566a0,729) 71,1(54,1a84,6) 59,8(49,6a69,4) 177 0,48

RDW-CV, Red Cell Distribution Width - Amplitude de Distribuicdo dos Eritrdcitos. NE-SSC, reatividade dos neutréfilos. Ch,
channels. RNL, Relacdo Neutrdfilo/Linfocito. PCR, proteina C reativa. AUC, &rea sob a curva. IC, Intervalo de Confianca.
RVP, razéo de verossimilhanca positiva. RVN, razdo de verossimilhanca negativa.

Fonte: os autores.
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Figura 3- Curvas ROC para RDW-CV, NE-SSC, RNL e PCR na admissao dos pacientes com COVID-19
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Nota: (A) RDW-CV, AUC=0,646 (IC 95% 0,560 a 0,725), p=0,008, ponto de corte >13,2%. (B) NE-SSC,
AUC=0,645 (IC 95% 0,561 a 0,725), p=0,007, ponto de corte >153 Ch. (C) RNL, AUC=0,627 (IC 95% 0,542 a
0,707), p=0,020, ponto de corte de >14,0. (D) PCR, AUC=0,651 (IC 95% 0,566 a 0,729), p=0,006, ponto de
corte de >13,9%. ROC, receiver operating characteristic. AUC, area sob a curva. RDW-CV, Red Cell
Distribution Width - Amplitude de Distribuicdo dos Eritrocitos. NE-SSC, reatividade dos neutrdfilos. RNL,
Relacdo Neutrofilo/Linfocito. PCR, proteina C reativa.

Fonte: os autores.

Para a analise de sobrevivéncia, Curvas de Kaplan-Meier foram construidas para
avaliacdo em 30 dias. A sobrevivéncia foi significativamente maior nos pacientes com RDW-
CV <13,2% (83,1% sobreviventes) do que naqueles com RDW-CV >13,2% (60,3%
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sobreviventes) (log rank: 4,1; p=0,044) (Figura 4 A). Assim como, para 0 parametro
hemocitométrico, NE-SSC <153 (79,1% sobreviventes) com relacdo aos pacientes com
valores superiores a 153 (67,1% sobreviveram) (log rank: 5,6; p=0,018) (Figura 4 B).

A sobrevivéncia também foi significativamente maior nos pacientes com RNL
<14,0% (79,8% sobreviventes) do que naqueles com RNL >14,0% (58,7% sobreviventes)
(log rank: 4,3; p=0,038) (Figura 4 C). Pacientes com valores de PCR <13,9 mg/dL
apresentaram maior sobrevida (83,5% sobreviveram) que os pacientes com PCR >13,9 mg/dL
(59,0% sobreviveram) (log rank: 7,1; p=0,007) (Figura 4 D).
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Figura 4- Curvas de sobrevivéncia em 30 dias para os pacientes com COVID-19
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Nota: (A) RDW-CV, Breslow: 5,5; p=0,019, Tarone-Ware: 5,5; p=0,019, Log rank: 4,1; p=0,044. (B) NE-SSC,
Breslow: 9,6; p=0,002, Tarone-Ware: 8,9; p=0,003, Log rank: 5,6; p=0,018. (C) RNL, Breslow: 5,6; p=0,018,
Tarone-Ware: 5,3; p=0,022, Log rank: 4,3; p=0,038. (D) PCR, Breslow: 5,4; p=0,020, Tarone-Ware: 6,6;
p=0,001, Log rank: 7,1; p=0,008. RDW-CV, Red Cell Distribution Width - Amplitude de Distribuicdo dos
Eritrocitos. NE-SSC, reatividade dos neutrofilos. RNL, Relagdo Neutrofilo/Linfdcito. PCR, proteina C reativa.

Fonte: os autores.

O modelo de riscos proporcionais (regressdo de Cox) foi realizado para descrever 0s

parametros associados ao risco relativo (HR, Hazard Ratio) da ocorréncia de mortalidade em

pacientes com COVID-19, em funcéo do tempo de 30 dias. Os pardmetros significativos na

analise univariada foram utilizados para o ajuste do HR para as outras covaridveis

(independentemente da distribuicdo), fornecendo a analise multivariada do estudo.
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Com base nos resultados da anélise multivariada de Cox, a razdo de risco estimada
para mortalidade associados ao ponto de corte de RDW-CV, NE-SSC, RNL e PCR de forma
isolada foram alterados pela adi¢do de todos os parametros significativos para COVID-19.
Apenas a idade pode ser usada como fator de risco independente para predizer o prognostico
de pacientes com COVID-19 em 30 dias (Tabela 7).

Tabela 7- Analise univariada e multivariada de Cox para predizer a mortalidade em 30 dias

Univariada Multivariada

Parametros HR 1C95% Valorde HR 1C95% Valor de
Idade 1,044 1,021 a1,069 <o,%01 1,040 1,016 a 1,066 O,CF))Ol
Comorbidades 1,648 0,862 a 3,151 0,131 NA
Comprometimento pulmonar >50% 1,154 0,592 a 2,248 0,675 NA

RDW-CV <13,2 vs >13,2 1,910 1,007 a 3,623 0,048 1,080 0,510a2,287 0,840
NE-SSC <153 vs >153 2,157 1,105a4,213 0,024 1976 0,976a4,002 0,059
RNL <14,0 vs >14,0 1,910 1,007 a 3,623 0,048 1,807 0,901 a 3,626 0,096
PCR <13,9 vs >13,9 2,342 1,209 a 4,690 0,012 1,871 0,933a3,750 0,077

RDW-CV, Red Cell Distribution Width - Amplitude de Distribuicdo dos Eritrécitos. NE-SSC, reatividade dos neutréfilos. RNL,
Relacdo Neutrofilo/Linfdcito. PCR, proteina C reativa. HR, Hazard Ratio (Razdo de risco). IC, Intervalo de Confianca. NA, Néo
avaliado.

Fonte: os autores.
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6 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demostraram que o0s pacientes com desfecho
desfavoravel apresentaram maior faixa etaria, presenca de comorbidades e comprometimento
pulmonar maior que 50%. O procedimento de intubacdo orotraqueal e as infeccOes
secundarias durante o periodo de hospitalizacdo ocorreram com maior frequéncia nos
pacientes que ndo sobreviveram a COVID-19. Além disso, os pacientes que evoluiram a 6bito
permaneceram internados por um maior periodo em relacdo aos sobreviventes.

A profilaxia antimicrobiana foi extensa, entretanto ndo deve ser realizada de rotina,
devendo ser considerada somente em pacientes com suspeita de infeccdo bacteriana
associada. Contudo, deve ser destacado que 41 (29,3%) dos pacientes apresentaram infeccdes
secundarias, sendo 18 (17,6%) sobreviventes e 23 (60,5%) ndo sobreviventes. Ainda que 0s
antibidticos sejam ineficazes para o tratamento da COVID-19, eles sdo prescritos por varios
motivos, como a dificuldade em descartar a coinfec¢do bacteriana no momento da admissao
hospitalar, mas também a possibilidade de infeccdo bacteriana secundéaria durante o curso da
doenca (LANGFORD et al., 2020)

Porém, entre as caracteristicas demogréaficas e clinicas dos pacientes, as variaveis
idade, presenca de comorbidades e comprometimento pulmonar >50% foram caracterizadas
como fatores de risco de morte para COVID-19. Sabe-se que umas das principais causas de
morte em pacientes graves com COVID-19 é a SDRA devido ao comprometimento pulmonar
(KRYNYTSKA et al., 2021).

A idade mediana dos individuos com curso grave da doenca e que ndo sobreviveram
foi de 64 anos. Em um estudo de coorte retrospectivo de 1.591 pacientes gravemente
enfermos com COVID-19, a idade média foi de 63 anos. No mesmo estudo, 78% dos
pacientes apresentavam pelo menos uma comorbidade, sendo a hipertensdo arterial a mais
comum (GRASSELLLI et al., 2020). No presente estudo verificou-se que nos pacientes ndo
sobreviventes, a presenca de comorbidades como doenga cardiovascular, diabetes mellitus e
hipertensdo arterial sistémica era maior do que nos pacientes sobreviventes, sendo também a
hipertenséo arterial a mais frequente.

O envelhecimento € um processo natural e esta associado a diminuicdo da
competéncia imunologica, o que contribui para os resultados encontrados (GORONZY et al.,
2015). Além disso, a presenca de comorbidade prejudica o sistema imune inato do

hospedeiro, favorecendo o estado pré-inflamatério (BADAWI; RYOO, 2016). Portanto, esses
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achados demonstram que o envelhecimento e presenca de comorbidades sdo fatores
importantes que podem afetar a gravidade e progndstico da COVID-19.

No entanto, no presente estudo os resultados demonstraram que apenas a idade
(HR=1,040; p=0,001) pode ser usada como fator de risco independente para predizer o
progndstico de pacientes com COVID-19 em 30 dias. O estudo de Zhang, S. et al. (2020)
demonstrou que em pacientes hospitalizados com COVID-19, a idade avangada é um preditor
independente de mortalidade em 28 dias (HR=1,05; p<0,001).

Com relacdo aos parametros laboratoriais na admissdo hospitalar, foi constatado
diminuicdo da CHCM e aumento do RDW-CV, contagem absoluta de neutréfilos, NE-SSC,
RNL e PCR para os pacientes ndo sobreviventes a COVID-19. Aléem disso, na avaliagdo
prognostica dos parametros na admissdo hospitalar apenas os resultados de RDW-CV, NE-
SSC, RNL e PCR foram considerados fatores de risco. Vale ressaltar que 0 CHCM é um
indice hematimétrico que deve ser avaliado na pratica clinica no contexto do hemograma. A
contagem absoluta de neutréfilo apresentou OR=1,000, portanto ndo foi considerada um fator
de risco. Porém, no estudo de Liu, Yuwei et al. (2020), a contagem absoluta de neutrdéfilos foi
positivamente associada com o risco de morte intra-hospitalar (OR= 1,34; IC 95% IC 1,19-
1,50; p< 0,001).

O RDW-CV € um parametro que indica a variagdo do tamanho das heméacias
(KILERCIK et al., 2021). Além disso, tem seu valor aumentado conforme a idade
(HOFFMANN, J.; NABBE, 2015). Isso pode explicar a relacdo entre os pacientes que nao
sobreviveram e tinham maior valor de RDW-CV e o fato dos pacientes que ndo sobreviveram
possuirem idade mais avangada.

No atual estudo verificou-se que o RDW-CV (OR=1,229; p=0,014) tem valor
prognostico na admissdo hospitalar de pacientes com COVID-19. A AUC para o RDW-CV
foi de 0,646, com ponto de corte de 13,2% para previsdo de mortalidade no dia da admissao
hospitalar. Nossos resultados sdo semelhantes com o estudo de Lorente et al. (2021), onde a
AUC de RDW-CV para previsao de mortalidade foi de 0,710, com ponto de corte de 13,0%.
O mesmo estudo, analisou a sobrevida em 30 dias utilizando RDW-CV inferior e superior a
13,0% e constatou que pacientes com RDW-CV superior 13,0% tiveram maior risco de
mortalidade em 30 dias do que pacientes com menor RDW-CV (HR=5,1; IC 95% 2,3-11,4;
p=0,03).

Em nosso estudo a sobrevida também foi avaliada em 30 dias e a sobrevivéncia foi
significativamente maior nos pacientes com RDW-CV menor ou igual a 13,2% (83,1%

sobreviventes) do que naqueles com RDW-CV superior a 13,2% (60,3% sobreviventes).
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Além disso, pacientes com RDW-CV superior a 13,2% tiveram maior risco de mortalidade
em 30 dias do que pacientes com menor RDW-CV (HR=1,9; IC 95% 1,0-3,6; p=0,048). Deve
ser destacado que na andlise multivariada a razdo de risco estimada para mortalidade
associada aos niveis de RDW-CV foi alterada pela adicdo dos parametros significativos para
COVID-19, como por exemplo a idade.

Esses achados permitem dizer que 0 RDW-CV, um parédmetro laboratorial que é
fornecido automaticamente em um hemograma convencional, pode ser utilizado em
algoritmos para estimar a probabilidade de morte em pacientes com COVID-19. Acredita-se
que o aumento do RDW-CV em pacientes com COVID-19 pode ser devido ao aumento do
processo de renovacgdo dos eritrocitos, resultante do estado pré-inflamatdrio que altera tanto a
estrutura quanto a funcdo dos eritrocitos; presenca de citocinas como IL-1 e TNF-a que
podem reduzir a producdo de eritropoetina (EPO), bem como a resposta do progenitor
eritroide a EPO e IFN-y que contribui para a apoptose dos progenitores eritroides e reduz a
expressdo do receptor de EPO; e por fim, os eritrocitos funcionam como reservatorios de
citocinas e o rompimento desses células resulta em liberacdo de seu contetido interno (GONG
et al., 2020).

Estudos anteriores demonstraram que a RNL pode ser utilizada para prever o
prognostico da COVID-19 (QIN et al., 2020; YANG, Ai-Ping et al., 2020). No estudo de
Yang, Ai-Ping et al. (2020) os pacientes em estado grave exibiram maior RNL quando
comparados com os individuos em estado ndo grave (20,7 vs 4,8; p<0,001), AUC para o RNL
foi de 0,841, com ponto de corte de 3,3 para progndéstico de gravidade, sendo considerado
como fator de risco independente para desfecho clinico desfavordvel da COVID-19
(HR=2,99; p=0,019). Qin et al. (2020) compararam os resultados laboratoriais obtidos na
admissdo de casos graves e nao graves de COVID-19 e verificaram que 0s casos graves
tinham maior RNL (5,5 vs 3,2; p<0,001).

Essas descobertas sdo consistentes com os resultados obtidos na admissdo de
pacientes (sobreviventes vs ndo sobreviventes) do nosso estudo: RNL (9,4 vs 13,6; p=0,021).
Além disso, a RNL (OR=1,063; p=0,006) tem valor prognéstico na admissao hospitalar de
pacientes com COVID-19. A AUC para a RNL foi de 0,627, com ponto de corte de 14,0%
para previsdo de mortalidade no dia da admissdo hospitalar. A partir do ponto de corte, a
analise da sobrevida demonstrou que a sobrevivéncia foi significativamente maior nos
pacientes com RNL <14,0% (79,8% sobreviventes) do que naqueles com RNL >14,0%

(58,7% sobreviventes).
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Sugere-se que em casos graves da doenca, ocorra a mudanca de leucdcitos para
neutrofilos ao invés de linfocitos e, possivelmente, a RNL pode ser uma ferramenta para
auxiliar o medico no tratamento clinico de pacientes (POURBAGHERI-SIGAROOQODI et al.,
2020). O aumento da contagem de neutréfilos reflete a intensidade da resposta inflamatdria,
enquanto que a reducdo da contagem de linfdcitos sugere comprometimento do sistema
imunolégico (LIU, J. et al.,, 2020). Porém, em nosso estudo a contagem absoluta de
neutrofilos isolada ndo foi considerada um marcador progndstico de mortalidade significativo
(OR=1,000), o que demonstra a importancia da avaliacdo e inser¢cdo da RNL na préatica
clinica.

A PCR ¢é um marcador inflamatorio inespecifico que tem capacidade de se ligar e
marcar células isquémicas para serem eliminadas (SHERIFF et al., 2015). Além disso,
sugere-se que a propria PCR tem participacdo no dano irreversivel do tecido isquémico
(SADEGHI-HADDAD-ZAVAREH et al., 2021). Portanto, niveis crescentes de PCR podem
sinalizar para deterioracdo pulmonar e progressao da doenca (SHERIFF et al., 2021).

No estudo de Guan et al. (2020) a gravidade dos casos de COVID-19 foram
associados a PCR elevada (81,5% casos graves vs 65,4% nao graves; p<0,001), assim como o
desfecho priméario: admissdo na UTI, uso de ventilagdo mecanica ou morte (91,1% vs 58,8%;
p<0,001). Deng et al. (2020) compararam as caracteristicas clinicas dos casos fatais de
COVID-19 com os casos recuperados e verificaram que na admissdo, os pacientes do grupo
fatal apresentaram nivel de PCR significativamente mais alto (mediana 10,9 mg/dL; IQR 3,5-
17,0 mg/dL vs mediana 0,3 mg/dL; IQR 0,1-2,1 mg/dL; p<0,001).

Em nosso estudo, a comparacdo do grupo de sobreviventes e ndo sobreviventes
(mediana 7,8 mg/dL; IQR 5,3-21,5 mg/dL vs mediana 20,0 mg/dL; IQR 7,1-28,5 mg/dL;
p=0,006) na admissdo hospitalar também foi significativa, pois foi verificado um aumento da
dosagem de PCR dos pacientes que evoluiram a obito.

O estudo de Shang et al. (2020) mostrou que a PCR no grupo grave foi
significativamente maior do que no grupo ndo grave (43,15 vs 10,05 mg/L; p<0,001), e a PCR
foi um fator de risco independente para COVID-19 grave (OR=1,017; p=0,012), a AUC foi de
0,734 com ponto de corte 38,55 mg/L. Em nosso estudo, a PCR foi considerada um fator de
risco para mortalidade (OR=1,057; p=0,002), a curva ROC foi construida para examinar o
valor clinico da PCR na admissdo em predizer o prognostico de pacientes com COVID-19
(AUC 0,651; ponto de corte >13,9 mg/dL). Além disso, a analise da sobrevivéncia nos

pacientes com PCR >13,9 mg/dL demonstrou que a sobrevida era menor (59,0%
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sobreviveram) em comparagdo com os resultados de PCR <13,9 mg/dL (83,5% sobreviveram)
na admiss&o hospitalar.

Dentre os parametros hemocitométricos avaliado no estudo, na admissdo hospitalar
apenas 0 NE-SSC, que avalia a estrutura interna/granularidade dos neutréfilos por meio da
dispersdo de luz lateral, apresentou aumento para os pacientes ndo sobreviventes (153 vs 156
Ch; p=0,008). Zini et al. (2020) avaliaram esfregacos sanguineos de pacientes com COVID-
19 e verificaram a presenca de anormalidades morfolégicas marcantes da linhagem de
neutrofilos, especialmente em relagdo a granulacdo nuclear e citoplasmatica. A reacao
granulocitica pronunciada com imaturidade, dimorfismo e morfologia apoptotica foram
evidenciadas no inicio do agravamento dos sintomas, ou seja, na admissdo hospitalar (ZINI et
al., 2020).

Podemos supor que em nosso estudo, 0 aumento do NE-SSC em individuos com
COVID-19 esta relacionado com a presenca dessas granulosidades. Essas anormalidades
remetem a granulopoiese acelerada e desordenada da mieloperoxidase, que pode estar
associada a tempestade de citocinas e estado inflamatorio exacerbado em pacientes com
COVID-19 em fase sintomatica grave (HAZELDINE; LORD, 2021). Portanto, esses dados
podem refletir sobre a resposta antiviral e o estado inflamatorio dos pacientes.

A partir das analises realizadas em nosso estudo, o ponto de corte na admissdo
hospitalar para avaliar o progndstico de mortalidade dos pacientes com COVID-19 para o NE-
SSC foi de 153 Ch. Além disso, os resultados da anéalise de sobrevivéncia demonstram que
para o pardmetro hemocitométricos NE-SSC <153 a sobrevida era maior (79,1%
sobreviventes) em relacdo aos pacientes com valores superiores a 153 (67,1% sobreviveram).
Esses resultados podem ser utilizados em estudos futuros para comparacgdo e exploragdo na
pratica clinica.

Com relacdo aos resultados laboratoriais antecedendo 24 horas ao desfecho final as
alteracbes foram mais expressivas e 0s pacientes que ndo sobreviveram a COVID-19
apresentaram anemia, com diminuicdo de eritrécitos, hemoglobina, hematdcrito e CHCM,
assim como aumento do VCM e RDW-CV. Na série leucocitaria houve aumento da
contagem de leucdcitos totais, contagem absoluta de neutrofilos e diminuicdo da contagem
absoluta de linfocitos, além disso, verificou-se diminui¢cdo do niumero de plaquetas no sangue
periférico.

Para os parametros hemocitométricos, houve aumento do NE-SSC, NE-SFL e LY-
SSC. Os parametros inflamatorios exibiram aumento da RNL e reducdo da RLM. Portanto,

observou-se que os parametros CHCM, RDW-CV, contagem absoluta de neutrofilos, NE-
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SSC e RNL demonstraram alteracdo previamente ao desfecho final, no momento da admissao
hospitalar. Deve ser lembrado que néo foi possivel a obten¢do da PCR no desfecho final dos
pacientes avaliados no estudo.

Acerca dos parametros da série vermelha do hemograma completo, Elderdery et al.
(2022) avaliaram a associacdo entre COVID-19 e os pardmetros de hemograma de 384
pacientes positivos vs negativos e verificaram uma reducédo significativa nos parametros de
pacientes positivos: hemoglobina (11,00 vs 12,30 g/dL), eritrécitos (4,20 vs 4,49 M/uL),
hematocrito (34,40 vs 37,80 %), HCM (27,60 vs 27,90 fL); CHCM (32,20 vs 32,50 %) e um
aumento no RDW (15,30 vs 14,90 %). Esses resultados estdo de acordo com nosso estudo
antecedendo 24 horas ao desfecho final e uma explicagdo plausivel para essa redugdo de
eritrocitos seria a inibicdo da hematopoese.

As células sanguineas sdo originadas a partir de uma célula progenitora na medula
Ossea por meio de um processo chamado hematopoese (CHAPMAN; ZHANG, 2022). Esse
processo € controlado a fim de garantir uma producédo equilibrada de hemécias, leucécitos e
plaquetas e manter as células tronco-hematopoiéticas autorrenovaveis, porem em condicGes
de estresse, como por exemplo em processos inflamatérios, a medula dssea perde esse
equilibrio (PASCUTTI; ERKELENS; NOLTE, 2016).

Com relacdo a série leucocitéria, a neutrofilia observada nos casos de COVID-19 tem
relacdo com o préoprio processo inflamatério da patogénese da doenca e da presenca de
infeccBes secundarias, principalmente bacteriana, visto que sistema imunologico destes
pacientes se encontra comprometido (KILERCIK et al., 2021). Além disso, os neutréfilos sdo
fontes de quimiocinas e citocinas e na tentativa de combater a infec¢do viral, também
contribui para a geracdo de tempestade de citocinas, que pode levar a SDRA, uma das
principais causas de morte em individuos com COVID-19 (WU, C. et al., 2020).

A linfopenia, definida por contagem < 1.000/uL é o achado mais comum no
hemograma de pacientes com COVID-19 (ZHANG, J. et al., 2021). Algumas causas
apontadas para a linfopenia incluem a invasao viral devido ao fato dos linfécitos possuirem
expressao dos receptores ECA 2, hematopoese deficiente e apoptose como resposta ao estado
hiperinflamatorio (WANG, F. et al., 2020; XU, Z. et al., 2020; YAO et al., 2020).

A trombocitopenia € um achado comum em hemograma de pacientes com COVID-
19 e esta relacionada com risco elevado de mortalidade (LI1U, Yanli et al., 2020). No estudo
de Tang et al. (2020) a contagem de plaquetas estava significativamente reduzida em

pacientes ndo sobreviventes em comparagdo com os sobreviventes (178 vs 231 x 10%L; p
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<0,001). Em nosso estudo, a contagem de plaquetas também foi significativamente menor nos
pacientes que ndo sobreviveram (167 vs 269 x10° células/uL; p <0,0001).

As plaquetas possuem papel especial na hemostasia, porém também participam do
processo inflamatorio e imunologico (HOTTZ; BOZZA; BOZZA, 2018). Alguns mecanismos
propostos que explicam essa reducdo de plaquetas incluem medula 6ssea e megacariocitos
suprimidos por citocinas inflamatdrias, invasdo viral direta e destruicdo de progenitores na
medula 6ssea (YANG, X. et al., 2020).

Com relacdo aos parametros hemocitométricos avaliados no estudo, verificamos
também aumento dos parametros NE-SFL (49 vs 56 Ch; p<0,0001) e LY-SSC (83 vs 84 Ch;
p=0,033) 24 horas antecedendo o desfecho final para os pacientes ndo sobreviventes com
relacdo aos pacientes que receberam alta hospitalar. Nosso achado esta de acordo com o
estudo de Martens et al. (2021), que encontraram um sinal de fluorescéncia aumentado para
NE-SFL nos neutréfilos de pacientes positivos para COVID-19 em compara¢do com casos
negativos. Esses resultados indicam que ha uma maior captacdo de corante fluorescente
devido ao aumento da permeabilidade da membrana dessas células. Além disso, sugere-se que
os neutrdfilos se encontram ativados e operantes na tentativa de combater a infeccdo
(MARTENS et al., 2021).

Outro estudo que avaliou na admissédo hospitalar o NE-SFL, encontrou um aumento
desse parametro em pacientes do grupo critico comparado ao ndo critico (50,6 vs 50,0 FlI,
p=0,0023) (LINSSEN et al., 2020). O mesmo estudo sugeriu que os parametros que refletem
a ativacdo ou o estado funcional das células sanguineas sdo melhores indicadores de
gravidade da doenca do que os parametros tradicionais (LINSSEN et al., 2020).

Em nosso estudo, o NE-SFL né&o foi relacionado como fator de risco para predizer a
mortalidade na admissdo hospitalar. Porém, no estudo de Li, Yang et al. (2019), NE-SFL foi
considerado um preditor independente para prever a necessidade de ventilagio mecanica
(OR=1,22; p< 0,001), com valor de corte ideal de 52 FI (AUC = 0,670) e a mortalidade (OR=
1,14; p=0,004), com valor de corte de 52 FI (AUC = 0,640).

Outro estudo desenvolveu e validou um escore laboratorial baseado em parametros
hematoldgicos para prever a sobrevida em pacientes hospitalizados com COVID-19 e
verificou que nos individuos ndo sobreviventes o LY-SSC era aumentado em relagdo aos
sobreviventes (83,15 Ch, IQR 81,55-84,11 vs 82,00 Ch, IQR 80,50-83,30; p= 0,001)
(BIRINDELLI et al., 2020). Esses resultados estdo de acordo com os resultados de nosso
estudo (83 vs 84 Ch; p=0,033).
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Dentre as relagdes avaliadas no estudo, a RNL de pacientes que evoluiram a o6bito
também demonstrou aumento em 24 horas antecedendo o desfecho final (3,7 vs 14,4;
p<0,0001). Em um estudo de coorte retrospectivo, 548 pacientes com COVID-19 foram
avaliados de acordo com o desfecho final (alta ou ébito) e demonstrou-se que a RNL (3,71 vs
13,45) aumentou significativamente (CHEN, R. et al., 2020). Assim como em nosso estudo
(156 vs 202, p= 0,815), Jimeno et al. (2021) ndo observaram diferenca para RPL no desfecho
final, alta ou 6bito (RPL 193,3 vs 200,0; p=0,676), e a relacdo néo foi associada a mortalidade
ou ao curso clinico grave da COVID-19. No estudo de Ertekin et al. (2021) a comparacao da
RLM entre sobreviventes e ndo sobreviventes (0,5 vs 1,86; p<0,001) demonstrou-se contraria
ao nosso estudo (2,6 vs 1,6; p=0,001).

Uma possivel explicacdo para os resultados encontrados em nosso estudo é que
antecedendo 24 horas ao desfecho final, os pacientes que sobreviveram apresentaram
contagem normal de linfdcitos e os ndo sobreviventes exibiram linfopenia (1.681 vs 751/uL;
p<0,0001), enquanto a contagem de mondcitos foi semelhante entre os dois grupos (666 vs
541/uL; p=0,422). Portanto, essas relagdes podem ser utilizadas como marcadores do estado

inflamatdrio e estdo relacionadas com mau prognastico da doenca.
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7 CONCLUSAO

A partir das analises realizadas no presente estudo é possivel concluir que entre os
parametros hemocitométricos adicionais avaliados, apenas o NE-SSC demonstrou estar
associado ao prognostico de mortalidade e pode ser utilizado para avaliar a sobrevivéncia em
30 dias, com ponto de corte de 153 Ch. Além disso, os parametros RDW-CV, RNL e PCR
também demonstraram estar associados ao prognostico de mortalidade e podem ser utilizados
para avaliar a sobrevivéncia em 30 dias, com ponto de corte estimado em 13,2%, 14 e 13,9
mg/dL, respectivamente. Porém, somente idade foi considerada fator de risco independente
para mortalidade. Deve ser ressaltado que a idade avangada, comorbidades, comprometimento
pulmonar >50% foram considerados fatores de risco para COVID-109.

A comparacdo dos resultados do hemograma antecedendo 24 horas ao desfecho final
revelam piora nos resultados dos pacientes que ndo sobreviveram, o que esta de acordo com o
processo inflamatdrio exacerbado e resposta imune ineficiente, presente na patogénese da
COVID-19. Além disso, esses resultados demonstraram que os parametros NE-SSC, RDW-
CV e RNL permaneceram alterados até o desfecho final.

Diante do exposto, os resultados do presente estudo podem ser explorados em estudos
futuros para o desenvolvimento de algoritmos de regras para predi¢do clinica em pacientes
com COVID-19.
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