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RESUMO

Responsavel por milhdes de infectados e de mortes em todo o mundo, a COVID-19
permanece com lacunas no seu entendimento. O segundo coronavirus da Sindrome
Respiratéria Aguda Grave (SARS-CoV-2) revelou-se um agente infeccioso complexo,
responsavel por manifestacbes  extrapulmonares, incluindo alteragdes
cardiovasculares. A enzima conversora da angiotensina 2 (ECA-2), um dos principais
alvos do virus, exibe grande expressao na vasculatura, inferindo que vasos podem
ser susceptiveis a dano pela doencga e que disfungdo endotelial pode ter papel central
na sua fisiopatologia. A ultrassonografia (USG) é método de imagem ja consagrado
para avaliagao vascular. O objetivo deste estudo foi investigar altera¢des vasculares
e perivasculares nas artérias carotidas utilizando a USG, e avaliar associagdo com
mortalidade e variaveis clinicas. Para isso, foi realizado estudo prospectivo
multicéntrico entre julho de 2020 e fevereiro de 2021. Cinquenta e trés pacientes
hospitalizados com COVID-19 grave, confirmada por RT-PCR, foram incluidos no
estudo. Dados demograficos e clinicos foram coletados nos prontuarios, sendo
posteriormente analisados em conjunto com dados de imagem. Analise estatistica foi
conduzida, incluindo testes Qui-quadrado de independéncia de Pearson, teste de
Mann-Whitney e de Fisher, bem como modelos de regressao logistica. A USG revelou
alteragbes vasculares em 45 (85%) pacientes. Os principais achados da USG foram
irregularidade da superficie endoluminal em 29 pacientes (55%), placas carotideas
em 30 (57%), sinais de infiltragcao perivascular em 4 (7,5%) e aumento da espessura
mediointimal (EMI) em 31 (58%). Dezenove de 31 (61%) pacientes com aumento da
EMI morreram, observando-se associagcao entre aumento da EMI e mortalidade por
COVID-19 (p=0,03). Através de modelo de regressao logistica, a probabilidade de
obito foi de 85% nos pacientes com espessamento mediointimal e histérico de
nefropatia crénica ou lesao renal aguda na admissao hospitalar (p<0,05). Observou-
se, ainda, surgimento de espessamento mediointimal em paciente que se encontrava
previamente sem essa alteragao, apos piora do quadro clinico; também houve sinais
de reducao do processo inflamatorio perivascular em outro paciente, apés ultrapassar
periodo de maior atividade inflamatéria da doenca e pds-manejo terapéutico. Como
conclusao, este estudo mostrou alteragcdes vasculares e perivasculares em pacientes
com COVID-19 grave que estiveram relacionadas a mortalidade.

Palavras-chave: COVID-19; SARS-CoV-2; ultrassonografia; carétidas; EMI.
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ABSTRACT

Responsible for millions of infections and deaths around the world, COVID-19 remains
with gaps in its understanding. The second severe acute respiratory syndrome
coronavirus (SARS-CoV-2) proved to be a complex infectious agent, responsible for
extrapulmonary manifestations, including cardiovascular changes. The angiotensin-
converting enzyme 2 (ACE-2), one of the main targets of the virus, is abundantly
expressed on the surface of the vascular endothelium, implying that vessels may be
susceptible to damage by the disease and that endothelial dysfunction may play a
central role in its pathophysiology. Ultrasonography is a well-established imaging
method for vascular evaluation. The objective of this study was to investigate vascular
and perivascular abnormalities in the carotid arteries using ultrasound and evaluate
their association with mortality and clinical variables in hospitalized COVID-19 patients.
For this, a prospective multicenter study was conducted in three Brazilian hospitals
between July 2020 and February 2021. Fifty-three hospitalized patients with severe
COVID-19, confirmed by RT-PCR, were enrolled in the study and underwent
ultrasound. Demographic, clinical, laboratory, and imaging data of patients were
compared using statistical tests such as Pearson’s chi-square test for independence,
Mann-Whitney test and logistic regression models. Ultrasound revealed vascular
changes in 45 (85%) patients. Increased IMT (58%), endoluminal surface irregularity
(55%), perivascular infiltration (7.5%) and carotid plaques (57%) were the main
findings. Among those with increased IMT, 19 (61%) died, with an association
observed between increased IMT and COVID-19 mortality (p =0.03). A logistic
regression model showed that the probability of death was 85% in patients with
increased IMT and a history of chronic nephropathy or acute kidney injury at
hospitalization (p <0.05). It was also observed the onset of increased IMT after a
clinical worsening in a patient with a previous normal carotid ultrasound, as well as the
demonstration of a decreasing pathologic carotid findings in the follow-up examination
of another patient, coinciding with an improved clinical condition post-therapeutic
management. Thus, this prospective study reported vascular and perivascular
changes in critically ill patients with COVID-19, as well as their associations with
mortality.

Keywords: COVID-19; SARS-CoV-2; ultrasonography; carotid arteries; carotid intima-
media thickness.
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1 INTRODUGAO
11 APRESENTACAO DO PROBLEMA

A COVID-19 (do inglés, Coronavirus Disease 2019) é a doenga causada pelo
SARS-CoV-2, o segundo coronavirus da Sindrome Respiratoria Aguda Grave
(SRAG), responsavel por milhdes de infectados e de mortes em todo o mundo ().
Inicialmente descrito como um virus de tropismo respiratério, com quadros variando
desde sintomas leves de infecgdo das vias aéreas superiores a quadros graves de
SRAG, o SARS-CoV-2 revelou-se um agente infeccioso complexo, responsavel por
manifestagbes  extrapulmonares, incluindo alteragdes renais, cutaneas,
gastrointestinais, neuroldgicas e cardiovasculares ?-7) .

O SARS-CoV-2 liga-se aos receptores da enzima conversora da angiotensina-
2 (ECA2) e penetra no citoplasma das células do hospedeiro através da glicoproteina
Spike, que forma a coroa em torno do virus 9. A ECA2 esta amplamente distribuida
pelo organismo, tendo express&o abundante na superficie do endotélio vascular ©:9:19),
Tecidos com grande expressdo da ECA2 em sua superficie sdo considerados
susceptiveis a infecgéo direta pelo virus (19,

Estudos post-mortem de pacientes com COVID-19 grave revelaram endotelite
e outras alteragdes vasculares como angiogénese intussuceptiva pulmonar, necrose
celular e presenca de microtrombos (1'.12), Esses achados reforgam a hipotese de que
a COVID-19 é uma doenca vascular, tendo o endotélio papel central na sua
fisiopatologia (11:13-19),

O dano endotelial associado ao estado de hipercoagulabilidade e ao processo
inflamatorio decorrentes da COVID-19 podem levar a um estado de “vasculite-like” (16,
Esse estado inflamatério pro-coagulante pode resultar em aumento da formagao de
trombina e fibrina, com formacédo de micro e macrotromboses nos leitos arteriais e
venosos. Clinicamente, os pacientes podem desenvolver tromboses arteriais agudas
de membros, infarto agudo do miocardio (IAM), acidente vascular encefalico (AVE),
trombose venosa profunda (TVP), embolia pulmonar (TEP), além de tromboses do
leito arterial pulmonar in situ, o que pode levar a ébito (7).

As alteragbes vasculares decorrentes da COVID-19 tiveram significativo
impacto na morbi-mortalidade desses pacientes. Como no inicio da pandemia nao
havia ainda muitos dados sobre a doencga, iniciou-se uma “corrida” em busca de

informagdes e de possiveis métodos de diagnostico, tanto laboratoriais como de
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imagem, tendo em vista otimizagcdo da investigacdo clinica e do planejamento
terapéutico.

A ultrassonografia (USG) das carétidas € uma ferramenta diagnodstica
amplamente disponivel e ndo invasiva para avaliagdo de anormalidades vasculares,
incluindo alteragdes na espessura mediointimal (EMI) e outros achados patoldgicos
da parede vascular ('®). A medida da EMI por meio da USG é um marcador nao-
invasivo e precoce de aterosclerose e pode refletir o aumento do risco cardiovascular
global, sendo associada a maior risco de IAM e/ou de AVE (19-22),

Além disso, alteragbes na EMI observadas pela USG ja foram referidas em
outras infecgdes virais, incluindo o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) 324, A
USG ainda contribui para a detecgcao de alteragdes iniciais e complicagdes de
vasculopatias, podendo ser realizada no leito de UTI 25-28), Diante do exposto, a USG
pode ter grande utilidade na detec¢do de alteragdes vasculares em pacientes com
COVID-19 grave, tanto na avaliagéo de possiveis disfungdes endoteliais decorrentes
da infecgdo viral como na detecgao de processos tromboembdlicos.

Considerando que nao foram realizados até o momento estudos prospectivos
ultrassonograficos para avaliar as altera¢des carotideas relacionadas a infecgéo pelo
SARS-CoV-2, a proposta deste estudo foi identificar e caracterizar alteragcdes da EMI
e outras anormalidades vasculares em pacientes com quadros graves de COVID-19
através de USG das carotidas, bem como correlaciona-las com mortalidade e
variaveis clinicas.

Os resultados deste estudo culminaram com a elaboragdo do artigo original
aceito para publicacdo na Revista Radiologia Brasileira, intitulado “Ultrasound
findings in severe COVID-19: a deeper look through the carotids” (ANEXO A e B)
e do artigo de revisao “COVID-19 and obesity: the meeting of two pandemics”
(ANEXO C), ja publicado na Revista Archives of Endocrinology and Metabolism.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

Avaliar alteragdes na espessura mediointimal e outras alteragdes vasculares
em pacientes com quadros graves de COVID-19 através de exame de

ultrassonografia e correlaciona-las com variaveis clinicas e mortalidade.
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1.2.2 Objetivos especificos

- Identificar e caracterizar as alteragdes vasculares encontradas na

ultrassonografia de artérias carétidas em pacientes com COVID-19 grave.

- Avaliar se o espessamento mediointimal de carétidas é um fator de risco
independente de morte na COVID-19.

- Associar a presenca de espessamento e de irregularidade mediointimal de
carétidas com desfechos clinicos, tipo morte, necessidade de ventilagdo mecanica,

hemodialise e eventos tromboembdlicos, em pacientes com COVID-19 hospitalizados.

- Avaliar presenca e caracteristica de placas de ateroma nas artérias carotidas
em pacientes com COVID-19 grave.

- Correlacionar os achados ultrassonograficos com variaveis clinicas, incluindo
dados demograficos, comorbidades e exames laboratoriais disponiveis nos
prontuarios dos pacientes com COVID-19 grave.



16

2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 VIROLOGIA: SARS-COV 2 E A FAMILIA CORONAVIRIDAE

Os coronavirus sao um grupo de virus envelopados com material genético
composto por uma fita simples de RNA, de sentido positivo. Isso significa que podem
usar seu proprio RNA como molde na célula infectada pelo virus, produzindo proteinas
necessarias para expressio do contetido genético viral e para a sua propagagao -
31)_

A COVID-19 é causada pelo SARS-CoV-2 (do inglés Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2), betacoronavirus pertencente a familia Coronaviridae,
assim chamada devido ao aspecto em formato de coroa que esse grupo apresenta. E
o0 sétimo virus da familia conhecidamente capaz de infectar seres humanos @2, Fazem
parte ainda da familia Coronaviridae outros dois virus humanos também responsaveis
por sindromes respiratérias e que resultaram em duas epidemias com alta taxa de
mortalidade: o  SARS-CoV-1 (Severe  Acute  Respiratory  Syndrome
Coronavirus), agente responsavel pelo surto de Sindrome Respiratéria Aguda Grave
(Severe Acute Respiratory Syndrome, SARS) em 2002, e o MERS-CoV (Middle East
Respiratory Syndrome Coronavirus) identificado como causa da Sindrome
Respiratoria do Oriente Médio em 2012 (29.30,33,34,35)

SARS-CoV-1 e SARS-CoV-2 exibem similaridades em seu genoma (em torno
de 80%), incluindo o mesmo mecanismo de entrada na célula hospedeira: os
receptores da ECA2(36-38),

2.2 SARS-COV-2: TRANSMISSAO E MECANISMO DE INFECCAO VIRAL

O SARS-CoV-2 é transmitido por meio de secregdes e goticulas respiratérias,
contato com superficies contaminadas e fomites (3®). O principal modo de transmissao
€ de pessoa a pessoa, via contato préximo, acreditando-se ocorrer através de
goticulas respiratorias liberadas durante tosse, espirro ou durante conversacéo. As
goticulas infectadas podem se espalhar por até cerca de 2 metros, depositar em
superficies e permanecer nelas por um periodo de tempo 839, O mecanismo de
entrada do virus na célula humana se da através da ligagdo entre a proteina spike
viral e os receptores da ECA2 do hospedeiro, sendo também necessaria a protease
TMPRSS?2 (transmembrane protease serine 2) para infectar as células ©3840). A ECA2
estd amplamente distribuida pelo organismo e presente em varios tecidos,
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notadamente no pulmao, aparelho gastrointestinal, rins, pancreas, sistema nervoso,
coragéo e endotélio vascular (6:7:9.10,15,38),

Subsequentemente, ocorre fusdo entre as membranas viral e celular,
mecanismo conhecido como "endocitose", tendo como resultado a entrada do virus
na célula humana e consequente liberagdao do RNA viral no citoplasma hospedeiro.
Uma vez dentro da célula, o processo de translacgéo viral inicia, utilizando a maquinaria
da célula hospedeira para a replicagdo e disseminagao viral, sendo produzidas e
liberadas novas particulas virais, terminando por levar a morte a célula hospedeira
(6,7,38,41)_

E importante salientar que a ECA2 participa da maturagéo da angiotensina,
horménio que atua no controle da pressao arterial e vasoconstriccao corporea. A
angiotensina 2, juntamente com seu receptor AT1R, propicia um ambiente pro-
inflamatorio, pré-apoptoético, pro-oxidativo e pro-fibrotico, além de contribuir para a
retengdo de sodio e agua através da liberagéo de aldosterona e vasopressina 4243), A
ECA2 atua degradando a angiotensina 2 (Ang Il), a forma ativa da angiotensina, em
angiotensina 1-7 (Ang 1-7), servindo como contrapeso ao sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA) e protegendo endotélio, coragao, pulmdes, rins e
intestino contra danos teciduais ¥242). Quando o SARS-CoV-2 se liga ao receptor da
ECAZ2, ocorre redugdo na producdo de angiotensinas 1-7, podendo culminar com
complicagdes pro-inflamatorias e cardiovasculares (:42),

A proteina spike do SARS-CoV-2 possui uma grande afinidade pela ECA2 (“2),
A utilizag&o dos receptores da ECA2 como mecanismo de entrada para o virus resulta
em uma menor disponibilidade desses receptores celulares e consequente redugao
da expresséo da ECA2, fenébmeno chamado de downregulation ou hiporregulagéo da
enzima, contribuindo para uma maior susceptibilidade do hospedeiro a danos
teciduais sistémicos e para a patogénese da SRAG, uma vez que esse evento
estimula o aumento de complexos Ang II/AT1R e reduz a produg¢ao de angiotensinas
1-7 (5,42,43)_

A ECA2 também limita a expressao de varias citocinas pro-inflamataorias in vitro,
incluindo o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina-6 (IL-6), moléculas
que participam do recrutamento de células fagocitarias 244 Dessa maneira, acredita-
se que na COVID-19 pode haver uma elevagao do numero de macrofagos e uma
maior expressao das citocinas pro-inflamatorias, uma vez que o virus SARS-CoV-2

tende a reduzir a disponibilidade de ECA2 no organismo “2),
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Os sistemas imunes inato e adaptativo reconhecem as células humanas
infectadas pelos virus, iniciando a producao de diversas citocinas. Dentre as principais
citocinas, estdo o TNF-a (responsavel pela ativagdo neutrofilica, promogédo de
coagulacao e produgao de febre) e o interferon-gama ou IFN-y (responsavel pela
indugcdo de atividade macrofagica e por ampliar a liberagdo de citocinas proé-
inflamatdrias, pro-fibréticas e responsaveis pela regulagio da resposta imune) ©.
Devido a liberacdo de grandes quantidades de citocinas pro-inflamatérias, pode-se
atingir um estado de hiperinflamacéo sistémica chamado de "tempestade de citocinas"
(45)_

O periodo de incubagao da COVID-19 é estimado em menos de 14 dias, com
a maior parte dos casos se manifestando em torno de 4-5 dias apds exposigao (¢.7:37:47),

2.3 SARS-COV-2: FASES DA DOENCA E MANIFESTACOES CLINICAS

A COVID-19 é classificada em trés fases de acordo com a apresentagao clinica,
as quais parecem estar associadas a intensidade da resposta imune e inflamatdria ©).
O espectro de apresentagdes clinicas é variavel, desde pacientes assintomaticos a
pacientes graves. A forma leve (fase |) geralmente se caracteriza pela presenga de
sintomas gripais: febre, cefaléia, coriza, tosse e fadiga. Outras manifestagbes s&o
diarréia, anosmia, ageusia, mialgia e odinofagia. Sinais de pneumonia leve podem ser
vistos nos exames de imagem do torax. Acredita-se que a fase | corresponda a uma
resposta inflamatoéria adequada 6737 Ja a forma grave, também chamada de fase
Il ou fase hiperinflamatéria, é decorrente de uma provavel resposta imune exacerbada,
caracterizada por dispneia, taquipneia, queda na saturagdo de oxigénio e hipoxia,
podendo ser encontrado infiltrado pulmonar na tomografia computadorizada de torax
ou no estudo radiografico, com acometimento inflamatério pulmonar superior a 50%.
Os casos criticos (fase Ill) também sado decorrentes da exacerbagéo da resposta
imune, sendo caracterizados por um estado de hipercitocinemia pré-inflamatoria
chamado de "tempestade de citocinas"; pacientes na fase Il podem apresentar sinais
de faléncia respiratoria, choque circulatorio e disfungdo de multiplos orgaos
(56,7.15,37.47) Antes da vacinagéo, estimava-se que cerca de 80% dos casos de COVID-
19 apresentavam sintomas leves a moderados, 14-15% exibiam quadros graves e 5%
evoluiam com estado critico (5:6.7.15:45),

Definir a fase da doenga € de grande importancia para o manejo de cada
paciente, uma vez que quadros da doenca na fase | sdo geralmente auto-limitados e
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benignos, enquanto as fases Il e Il da COVID-19 evoluem com manifestagdes graves,
necessitando de suporte ventilatério e terapia intensiva, decorrentes do estado

hiperinflamatério (15:48),

2.4  SARS-COV-2: IMUNIDADE, INFLAMACAO E TEMPESTADE DE CITOCINAS

Uma resposta imune modulada contra o virus pode ser fundamental para a
resolugdo da doenga pelo SARS-CoV-2 ®). Uma vez dentro da célula, o patdégeno ativa
a imunidade inata e adaptativa. Células epiteliais, células linfoides inatas (incluindo as
células Natural Killer ou NK) e outras células da linhagem mieldide séo ativadas,
determinando a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias e fatores quimiotaticos.
Interferon tipo | (IFN1), IFN-y, TNF-a e interleucinas (IL) -1, -6, -8, -12, -15 e -18 atuam
para impedir a replicagao viral, permitir a ativagao de células especificas (incluindo
macroéfagos, células dendriticas e NK) e induzir a atividade inflamatéria, promovendo
a citotoxidade da resposta imunoldgica e um estado catabdlico. Além disso, as células
epiteliais liberam ainda IL-33 (estimulando a regeneragao tecidual paracrina) e os
pneumdcitos tipo Il produzem surfactante (o qual se liga aos virus, favorecendo a
atuagdo dos macrofagos) (15:38:49),

Também ha o recrutamento de linfocitos T, os quais se diferenciam em células
efetoras ou em células de memoria imunoldgica apds serem ativados pelo
reconhecimento dos antigenos virais; o resultado € um ataque mais especifico ao
virus. Os linfécitos T CD4+ (chamados de "auxiliares") recrutam células fagocitarias
através da liberagdo de citocinas, enquanto os linfécitos T CD8+ (chamados de
"citotéxicos") sao capazes de reconhecer células infectadas pelo virus, eliminando-as.
Os linfocitos B, que também fazem parte da imunidade adaptativa, sao responsaveis
pela memodria imunoldgica (células B de memdria) e pela produgédo de anticorpos.
Esses anticorpos sofrem processo de troca do isétipo ao longo da infecgéo, diminuindo
a produgéo de IgM e aumentando a de IgG com o decorrer do tempo (5:38.50),

Para uma resposta imune bem articulada, é necessaria a coordenada producgéo
de citocinas proé-inflamatérias (exemplo: TNF-a e IFN-y) e anti-inflamatérias (exemplo:
IL-10), atuando em conjunto com a imunidade celular e as imunoglobulinas, tendo
como meta potencializar o ataque ao patogeno. Apos a eliminagdo do patdgeno, o
organismo prossegue com mecanismos de reparagao tecidual e restauracdo da

homeostase (5:15:38:45)
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Entretanto, o SARS-CoV-2 pode induzir a uma excessiva e prolongada
resposta imunologica, levando ao aumento excessivo de citocinas em alguns
individuos, culminando com quadros graves 32),

Na COVID-19 grave, ocorre disfungado das células NK e redugdo na produgao
de IFN1, que é o principal indutor da resposta antiviral 3842 Também ha recrutamento
excessivo e ativagdo descontrolada de células pré-inflamatorias (neutréfilos e
mondcitos-macrofagos). Esse conjunto de eventos proporciona uma maior replicagao
viral e uma hipersensibilidade do sistema imune especifico, levando a liberagao
descontrolada de citocinas com subsequente dano tecidual, podendo evoluir com
disfungdo de multiplos érgaos e morte 324%). McGonagle et. al. sugerem que esse
estado de hipercitonemia pré-inflamatéria (intitulado "tempestade de citocinas") seja
provocado pela alta viremia de SARS-CoV-2, decorrente de uma resposta imune fraca
no inicio da doenga “%),

Esse estado proé-inflamatorio exacerbado é similar a Sindrome de Ativagao
Macrofagica (SAM). A SAM é caracterizada por hiperativagao imunoldgica secundaria
a eliminacéo inadequada de macroéfagos ativados pelas células NK e pelos linfocitos
T citotdxicos, resultando em produgéo excessiva de citocinas pré-inflamatorias 549,
A SAM ¢é caracterizada por citopenias, febre persistente, disfuncdo hepatica e
coagulagao intravascular disseminada (CIVD), podendo ser fatal. Entretanto,
diferentemente da SAM, na COVID-19 a insuficiéncia respiratéria e a pneumonia
atipica sdo mais comuns, bem como hipercoagulabilidade, disfungdo de multiplos
orgaos e sepse #9),

Importante salientar que a disfungao hepatica na COVID-19 também contribui
para a exacerbagao da coagulopatia, a medida em que diminui a produgao de fatores
da coagulagéo ("),

Diante do exposto, fica evidente o vinculo entre sistema imune, inflamagao e
coagulagdo nos pacientes com quadro grave de COVID-19, os quais devem ser

rastreados para possiveis alteragbes nessa triade ©).

2.5 SARS-COV-2: ALTERACOES NA COAGULACAO

Os processos inflamatérios contribuem para a disfuncédo endotelial e 0 aumento
dos niveis séricos de fatores pro-coagulantes (a exemplo do fator tissular e do fator
de von Willebrand), além de reduzir anticoagulantes naturais como proteina C,
proteina S, anti-trombina Il e inibidor do fator tissular. Estados hiperinflamatérios
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também levam a ativacao plaquetaria e estase sanguinea, condi¢des que aumentam
o risco de trombose vascular (1417,

O sistema de coagulagdo pode ser ativado por uma variedade de virus,
incluindo o virus da Dengue, do Ebola e o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) 61
O estado hipercoagulante relacionado a COVID-19 ja esta bem estabelecido, o qual
pode predispor a trombose venosa e arterial, embolia pulmonar, isquemia de
membros, les&o renal aguda, IAM e AVE (6.7.14.17.51),

Alguns dados sugerem que a coagulopatia na infeccédo grave por COVID-19
exibe manifestacbes semelhantes a coagulopatia induzida por sepse, caracterizadas
por coagulagdo intravascular disseminada (CIVD) e microangiopatia trombdtica
(56,717 Embora a patogénese e a incidéncia das complicagdes trombdticas ainda n&o
tenham sido completamente elucidadas, a coagulopatia na infecgdo por COVID-19
esta associada a indicadores de mau progndstico e a aumento da mortalidade (©:7-36),

As principais alteragdes laboratoriais relacionadas a coagulagdo observadas
em pacientes hospitalizados por COVID-19 foram: elevagéo dos niveis de D-dimero e
fibrinogénio, aumento na produgédo de trombina, elevacdo do tempo de protrombina
(TP), redugéo na fibrindlise e redugdo na contagem de plaquetas ®). Aumento dos
marcadores inflamatérios como proteina C reativa, TNF-alfa e varias interleucinas
também podem ser observados em concomitancia ©7).

Acredita-se que multiplos fatores podem contribuir para o estado pré-
coagulante observado na COVID-19, incluindo a liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias, ativagcdo de plaquetas, lesdo endotelial, bem como ativacdo das
cascatas do sistema complemento por sua via alternativa e pela via da lecitina. Além
disso, acometimento respiratério € a manifestacdo mais comum da COVID-19,
contribuindo para um estado de hipoxemia. A hipéxia € um conhecido fator de risco
para trombose e pode estimular a coagulagédo através do aumento da viscosidade
sanguinea e da via de sinalizagdo pelo fator induzivel por hipéxia-1a (HIF-1a) 5:17:52),

Embora o dano alveolar difuso associado a infiltracdo perivascular por células
T seja o padrao histologico comum em varias pneumonias virais graves e SRAG, na
COVID-19 foram também observadas caracteristicas vasculares distintas,
consistentes com lesao endotelial acentuada associada a presencga de particulas virais
intracelulares e ruptura de membranas celulares ('2). Andlise histolégica dos vasos
pulmonares em pacientes com COVID-19 demonstraram trombose difusa e

microangiopatia; oclusdo de pequenos vasos pulmonares e microtrombos em
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capilares alveolares foram nove vezes mais prevalentes em pacientes com o SARS-
CoV-2 do que em pacientes com o virus influenza (11.12.53),

E importante ressaltar que a microangiopatia trombética alveolar da COVID-19
€ uma trombose primaria, diferindo da trombose arterial pulmonar secundaria ao
tromboembolismo venoso classico. No TEP classico, o trombo usualmente origina-se
de um émbolo que teve sua origem nas veias profundas dos membros inferiores,
decorrente de quadro de trombose venosa profunda. Por sua vez, na embolia
pulmonar da COVID-19, ha prevaléncia de trombose primaria dos capilares
pulmonares (4:12),

Anteriormente a vacinacao, estudos reportavam que cerca de 23% a 30% dos
pacientes com COVID-19 que foram submetidos a estudos angiotomograficos
(angioTC) apresentaram achados compativeis com TEP 54-%). Em relagdo ao padrao
de distribuicdo dos trombos na angioTC, um estudo estadunidense evidenciou que a
embolia pulmonar na COVID-19 foi mais comumente caracterizada em ramos
segmentares (51% dos pacientes) e lobares (31%), sendo individualizada com menor
frequéncia em artérias pulmonares centrais (13%) ¢). Além das alteragbes na
hemostasia, outros fatores podem contribuir para o risco de trombose: comorbidades
pré-existentes (doengas cardiovasculares, obesidade, cancer, entre outras),
imobilidade, uso de ventilagdo mecanica, cateter venoso central, circulagéo
extracorporea e interagdo medicamentosa sdo exemplos 7).

Diante do exposto, pode-se observar que a fisiopatologia do estado de
hipercoagulagdo na COVID-19 é bastante complexa e multifatorial. A identificagao de
complicagbes tromboticas emerge como questdo importante, uma vez que pode
contribuir para otimizagdo do manejo clinico e consequente redugdo da morbi-

mortalidade pela doenca.

2.6 SARS-COV-2: MANIFESTACOES NO ENDOTELIO

O endotélio € uma monocamada celular que reveste a superficie luminal de
vasos sanguineos e linfaticos distribuidos por todo o corpo humano. Entretanto, sua
funcdo n&o esta limitada a apenas involucro inerte de artérias, veias e microvasos,
com atuagao passiva entre os elementos do sangue circulante e o tecido intersticial.
O endotélio é na verdade um 6rgao ativo, responsavel por fungdes de sintese e de
metabolismo de diversas substancias, atuando diretamente na resposta imune e na

cascata de coagulagao (58.59),
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Interposto entre o fluxo sanguineo ou linfatico, o endotélio regula a interagao
entre as paredes vasculares com as células circulantes, plaquetas, fatores humorais
e diversas moléculas. O endotélio controla a dilatagdo e contragao vascular, seja em
resposta a alteragdes do fluxo sanguineo ou a agentes vasoativos. Também contribui
para a formagédo e remogao de coagulos no intuito de reparar uma lesédo vascular,
quando necessario; ainda promove o0 crescimento de novos vasos sanguineos
(angiogénese) e a dilatacao de ramos colaterais quando o sangue deve ser desviado
para areas isquémicas. Direciona ainda o sangue de capilares ou promove o
fechamento destes quando no estdo perfundidos (%859,

O endotélio sadio exerce fungdes anticoagulante, vasodilatadora e anti-
inflamatoria, as quais sdo essenciais para regulagdo do tbnus e a manutencédo da
homeostase vascular. O endotélio normal tem fungcdo protetora contra o
desenvolvimento de lesbes vasculares, mantendo a vasodilatagcdo, inibindo a
agregacéo plaquetaria, a adeséo leucocitaria e a proliferagcao das células musculares
lisas. Essas agbes s&o exercidas pelos fatores relaxantes derivados do endotélio,
sendo os principais: 6xido nitrico, prostaciclina e o fator hiperpolarizante derivado do
endotélio (EDHF). O endotélio pode também gerar fatores contrateis: a angiotensina
Il, prostaglandina H2, a tromboxana A2, as endotelinas e as espécies reativas de
oxigénio. Em condigbes fisiologicas, existe equilibrio entre a liberagdo desses fatores,
com controle sob o tébnus da musculatura lisa vascular e a produgdo dos agentes
relaxantes sobrepujando o efeito dos agentes contrateis. No entanto, em diversas
condigbes patologicas, ocorre desequilibrio entre esses mediadores, com uma
consequente atenuacdo dos efeitos vasodilatadores do endotélio, resultando em
disfungdo endotelial 49,

Disfungdo endotelial € um marcador biolégico de dano cardiovascular ja bem
reconhecido, ocorrendo em diversas patologias, incluindo sindrome metabdlica,
obesidade, diabetes, entre outras. Individuos com dislipidemia, resisténcia insulinica,
hipertensdo e outros fatores de risco cardiovascular podem exibir disfungdo do
mecanismo vasodilatador endotelial. Também ja € amplamente aceito que danos na
funcdo endotelial sdo gatilhos para o inicio de processo aterogénico e que disfungao
endotelial persistente contribui para a progressdo da aterosclerose e de eventos
cardiovasculares adversos (5%:69),

A ECAZ2 exibe significativa express&o nas células endoteliais. Tendo em vista
que os receptores da ECA2 sao utilizados como mecanismo de entrada para o virus
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SARS-CoV-2, a expressédo da ECA2 nas células do endotélio vascular contribui para
a fisiopatologia das alteragbes da microcirculagdo observadas na COVID-19. Estudos
histologicos post mortem revelaram evidéncias de infecgdo direta das células
endoteliais pelo SARS-CoV-2, levando a inflamacgao endotelial difusa, semelhante a
achados previamente descritos em pacientes infectados pelo SARS-CoV @12 O
recrutamento de células de resposta imunoldgica pode resultar em disfungao
endotelial generalizada associada a apoptose, seja pela agressédo direta viral ao
endotélio ou imunomediada. Esses aspectos podem estar relacionados ao fato de os
casos graves de COVID-19 evoluirem frequentemente com coagulopatia e les&o
microvascular, as quais podem acarretar disfungdo de mdltiplos érgaos ©:1267),

Disfungdo endotelial ja foi sugerida como processo fisiopatolégico crucial em
infecgdes virais, incluindo o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e outros
coronavirus ?32481) H3 evidéncias de efeito direto de agresséo endotelial na infecgéo
pelo HIV, similar ao do SARS-CoV-2 ?®). Casarna et al reportaram achados sugestivos
de que o virus SARS-CoV-2 pode permanecer no tecido pulmonar por varios dias,
servindo como gatilho para dano e progressdo da doenga ('Y). Adicionalmente ao
impacto na imunidade, a disfungdo endotelial causada pelo SARS-CoV-2 justificaria
porque pacientes com comorbidades relacionadas aos vasos sanguineos possuam
maior risco de evolugdo para COVID-19 grave (5:62),

A COVID-19 esta associada a manifestagbes em multiplos érgéos: dano
pulmonar, cardiaco, encefalico, hepatico, renal e vascular estdo entre os mais
relatados. Em casos de maior gravidade, o obito acontece por faléncia de multiplos
orgaos. Estudos de autopsia revelaram quadro de endotelite linfocitica nos pulmdes,
coragao, rins e figado, bem como angiogénese intussuceptiva pulmonar, necrose
celular e presenca de microtrombos, que, nos pulmdes, contribui para a piora da
insuficiéncia respiratéria. Diante da pluralidade de manifestacbes da doenca e do
acometimento endotelial sistémico, torna-se evidente que a COVID-19 é uma doencga
endotelial (1419),

O endotélio sob o estimulo do SARS-CoV-2 apresenta uma resposta excessiva,
com liberag&o aberrante de citocinas, culminando com um quadro de hiperinflamagao.
A resposta inflamatoria exagerada desregula a cascata da coagulagao, favorecendo

o estado de hipercoagulabilidade e contribuindo para a mortalidade (14.61.63),
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2.7 SARS-COV-2: DIAGNOSTICO POR IMAGEM

Os exames de diagndstico por imagem tém papel fundamental na deteccgao,
classificacao e tratamento da COVID-19. No inicio da pandemia, considerando que as
manifestagcbes pulmonares eram mais frequentes, tanto a radiografia quanto a
tomografia computadorizada (TC) de térax foram ferramentas cruciais para melhor
caracterizagéo da doencga e estratificagio dos pacientes 267). Entretanto, ao longo da
pandemia, foi observado que outros 6rgaos eram também afetados, sendo feitos
estudos tomograficos e de ressonadncia magnética (RM) visando a identificar
alteragbes extrapulmonares e complicacdes da doencga (©:7:64),

A USG vem assumindo cada vez mais o seu papel de relevancia no diagnostico
e manejo da COVID-19 ®567) Apesar de sua disponibilidade, baixo custo e
portabilidade (sendo muito util em pacientes acamados e em hospitais de campanha),
poucos foram os estudos envolvendo esse método em comparagao a pluralidade de
publicagées relacionadas a TC, RM e radiografia ©.7).

Uma das justificativas para esse numero reduzido de publicagbes pode estar
relacionada aos importantes e rigorosos protocolos para protegdo das equipes de
salde e para limpeza do equipamento %% O fato de ser um método operador-
dependente também pode contribuir para isso. Entretanto, a subutilizagdo desse
método € um equivoco, uma vez que ja esta consagrado como ferramenta de triagem,
diagnodstico e controle de diversas patologias, além de ser considerado em alguns
estudos como parte fundamental do exame fisico estendido (point of care
ultrasonography) 68-70),

Na pandemia da COVID-19, complicagdes decorrentes de macro- ou
microtromboses venosa e arterial foram flagradas pelos diversos métodos de imagem
(4.6.7.67) Embolia pulmonar, AVE e alteragbes cardiacas foram descritas em diversos
estudos, principalmente através de métodos seccionais como TC e RM. Os estudos
ultrassonograficos em pacientes com quadro grave foram principalmente direcionados
para avaliacdo de complicagdes como TVP, pesquisa de alteracbes pulmonares e
avaliagdo de possiveis complicagdes congestivas ©:7).

Embora a COVID-19 seja considerada uma doenga endotelial ('), poucos
estudos de imagem abrangeram a avaliagdo vascular através de um dos métodos
mais utilizados: a ultrassonografia. Até o0 momento da elaboragao desta dissertagao,
nao ha outros estudos prospectivos que caracterizem os achados vasculares e

perivasculares das artérias carétidas em pacientes com COVID-19 grave.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 LOCAL E POPULACAO DO ESTUDO

Este estudo foi realizado em em trés hospitais brasileiros na cidade de Recife,
Pernambuco, referenciados pelo Governo Local para o atendimento de pacientes com
COVID-19: Hospital das Clinicas (HC-UFPE), Instituto de Medicina Integral Professor
Fernando Figueira (IMIP) e Hospital Bardo de Lucena (HBL). Foram avaliados
pacientes adultos admitidos nas UTls e enfermarias dos hospitais participantes com
diagnodstico de COVID-19.

3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO
Foram incluidos pacientes adultos com mais de 18 anos, com RT-PCR positivo
para o SARS-CoV-2.

3.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos do estudo pacientes com quadro comprovado de outras
doencas inflamatdrias ou infecciosas pulmonares ndo associados a pneumonia viral
por SARS-CoV-2, bem como gestantes, pacientes com idade inferior a 18 anos e

pacientes com prontuarios incompletos.

3.4 DESENHO E PERIODO DO ESTUDO
Estudo prospectivo, transversal e multicéntrico, realizado no periodo de julho
de 2020 a fevereiro de 2021.

3.5 COLETA DE DADOS

Foram criados formularios especificos para coleta de dados (APENDICES A e
B), onde foram registrados dados de identificagao, sinais e sintomas clinicos, exames
laboratoriais, exames de imagem, tratamento e desfecho.

As informacgdes clinicas e os exames complementares foram coletados em
prontuarios eletrénicos e/ou prontuarios fisicos das respectivas instituicées, bem como
através do aplicativo UTI control.

Os pacientes foram avaliados através de estudo ultrassonografico dirigido das

artérias carétidas, realizado a beira do leito, sendo selecionados por conveniéncia.
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3.5.1 Ultrassonografia

Todas as ultrassonografias foram realizadas a beira do leito através de
aparelhos GE Logic e, com transdutores lineares 12L-RS da General Electric®, por
trés médicas radiologistas (com 4-10 anos de experiéncia), sendo os pacientes
examinados por pelo menos duas radiologistas no momento do exame. As médicas
estavam cientes da positividade do RT-PCR para SARS-CoV-2 dos participantes
avaliados, porém cegas em relagdo aos demais dados clinicos e laboratoriais.

O protocolo de USG das cardtidas incluiu a avaliacdo da artéria carétida
comum, da bifurcagdo carotidea e de pelo menos 2 cm das carétidas internas e
externas. A avaliagdo desses vasos foi realizada através de escala de cinzas e estudo
color Doppler, sendo feitas varreduras a procura das seguintes alteragdes:
espessamento do complexo mediointimal, irregularidade da superficie endoluminal,
placas e suas caracteristicas, bem como trombos.

Os dados ultrassonograficos foram armazenados em dispositivos eletrdnicos
locais dos pesquisadores e avaliados posteriormente em ambiente clinicorradiolégico
com os demais membros da equipe de pesquisa. As imagens foram revisadas pelas
trés meédicas radiologistas e os achados sé foram incluidos no estudo quando
observados comumente por pelo menos duas destas trés pesquisadoras. Todas as
discrepancias em relacao a interpretacdo inicial dos dados foram resolvidas em
consenso, em consulta com médica especialista em ecografia vascular, com médico
cirurgido especialista em angiologia e com médica cardiologista.

Tendo em vista que alguns aspectos do estudo ultrassonografico podem ser
subjetivos, critérios especificos foram utilizados durante a realizagdo da USG e a
revisao das imagens visando a redugao de observacgdes falso-positivas, levando ainda
em consideragao que a populagado estudada tinha variagao de idade, predominando
idade<65 anos: (a) EMI foi mensurada na parede posterior da carétida comum em
segmento livre de placa, sendo definida como a distancia entre duas linhas
hiperecdicas correspondentes as interfaces lumen-intima e média-adventicia da
parede arterial ('%:17), e foi considerada espessada se o valor médio entre trés aferigbes
manuais fosse maior que o percentil 75 da populacao brasileira, de acordo com o
estudo ELSA-Brasil ('6-'8): (b) a irregularidade da superficie endoluminal carotidea foi
avaliada na escala de cinza, comparando-se os achados nos eixos longitudinais e
axiais para evitar possiveis artefatos ultrassonograficos; (c) placa carotidea

ateromatosa foi definida como estrutura focal estendendo-se no minimo 0,5 mm para
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a luz do vaso, e/ou medindo mais do que 50% do valor da medida da EMI adjacente,
e/ou ainda uma medida de EMI maior que 1,5 mm (16.19); (d) as placas carotideas foram
divididas em trés subgrupos e caracterizadas como hipoecdicas quando sua
ecogenicidade era similar a do sangue, isoecoicas quando ecogenicidade similar a do
musculo esternocleidomastoideo e hiperecdicas quando mais "brancas" que o
musculo adjacente. Este trabalho incluiu, neste ultimo subgrupo, também as placas
hiperecdicas produtoras de sombras acusticas posteriores, correspondendo a
calcificagdes.

Controle ecografico poderia ser realizado em pacientes que apresentassem
indicagao clinica.

3.5.2 Dados clinicos, laboratoriais e demograficos

Apos revisdo dos dados de imagem, foram coletados dados clinicos,
laboratoriais e demograficos em prontuarios eletrénicos e em prontuarios fisicos, de
forma cega aos achados de imagem, sendo posteriormente revisados pelas trés
radiologistas.

As seguintes comorbidades foram avaliadas: hipertensdo arterial sistémica
(HAS), diabetes mellitus (DM), doenca arterial coronariana (DAC), pneumopatias
cronicas (DPOC/asma), histéria de acidente vascular encefalico (AVE) ou trombose
venosa profunda (TVP), doenga hepatica cronica, doenga linfoproliferativa, outras
neoplasias, HIV positivo ou SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia Humana Adquirida),
doengas autoimunes e histéria de nefropatia crbnica ou lesdo renal aguda no
momento da admissido. Lesdo renal foi definida quando os valores de creatinina
estavam acima dos valores de referéncia (1,2 mg/dl) ou quando o paciente ja possuia
o diagndstico clinico de doencga renal.

Marcadores de fungéo renal e hemograma completo (com contagem diferencial
de leucécitos, linfocitos, hemacias e plaquetas) fizeram parte da coleta.

Foram coletados dados sobre medidas de suporte: necessidade de suporte de
hemodialise, de ECMO (Circulagao Extracorpérea) e de ventilagdo mecénica.
Também foram avaliados os desfechos dos pacientes durante a hospitalizagao, sendo
categorizados como alta hospitalar ou 6bito por COVID-19.
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados demogréficos, clinicos, laboratoriais e de imagem dos pacientes
foram comparados entre si utilizando-se testes estatisticos, como os testes Qui-
quadrado de independéncia de Pearson e teste de Mann-Whitney.

Modelos de regresséo logistica foram utilizados para avaliar conjuntamente as
variaveis de parametros de imagem (EMI, placas, irregularidade da superficie
endoluminal) e dados clinicos (idade, sexo, internamento em UTI e comorbidades)
para explicar o desfecho. Utilizou-se p<0,05 como indice de significancia. Todas as
andlises estatisticas foram avaliadas utilizando software SPSS (versao 20.0).

3.7 PROCEDIMENTOS ETICOS

O presente estudo faz parte do projeto de pesquisa "Impacto da obesidade na
evolugdo da COVID-19 grave", o qual foi aprovado pelo comité de ética do Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco, CAAE: 34736620.6.0000.8807
(ANEXO D). Antes de serem submetidos a USG, os pacientes que se encontravam
conscientes e orientados receberam explicagdes sobre a pesquisa, sendo lido o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (APENDICE C), solicitando-se
a confirmacgao por audio, com nome ditado pelo paciente e pergunta sobre se aceitava
ou n&o participar da pesquisa. Apos aceitarem, esses pacientes eram submetidos ao
estudo ultrassonografico. Pacientes entubados ou inconscientes foram submetidos ao
estudo apds autorizagao de familiar responsavel, via audio através de midia social,
tendo em vista o cenario de pandemia COVID-19, onde foram necessarias medidas
para a prevencdo de contaminacdo, com quarentena e restricdo de acesso dos
familiares dos doentes aos servigcos de saude, bem como tendo em vista preservar a

integridade e assisténcia dos participantes e dos pesquisadores.
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4 RESULTADOS

Duzentos e dez pacientes com RT-PCR positivo para SARS-CoV-2 foram
admitidos nos setores avaliados dos trés hospitais, entre os meses de julho de 2020
a fevereiro de 2021, dos quais 166 (79%) foram admitidos na UTI. Entre esses
pacientes, 122 (58%) eram homens, com idade média de 60 anos +/-17 anos
(variacdo, 19-99 anos). Dentre estes, 62 pacientes foram selecionados, porém 9 foram
excluidos (1 paciente ndo-COVID e 8 pacientes sem acesso ecografico devido a
curativos cervicais, equipamento de monitoragao e instabilidade clinica). Este estudo
incluiu 53 pacientes, os quais foram submetidos a USG das carotidas. As
caracteristicas dos participantes estao listadas na Tabela 1.



Tabela 1: Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes.
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Caracteristicas uTI Ndo-UTI P
No. de pacientes 43 10
Idade, média + DP 59 + 15 61+ 15 .90 (1)
Sexo
Masculino 25 (82%) 6 (18%)
Feminino 18 (81%) 4 (19%) >.99 (2)
Admissdo ao desfecho (dias), média + DP 22.8+15.1 27.7+22.4 .65(1)
Comorbidades
Hipertensao 28 (65%) 6 (60%) >.99 (2)
Diabetes 26 (60%) 5(50%) 71 (2)
Asma/DPOC 9 (21%) 2 (20%) >.99 (2)
Doenga coronariana 4 (9%) 1(10%) >.99 (2)
Histdria de neoplasia 9 (21%) 2 (20%) >.99 (2)
Doencga autoimune 1(2%) 0 (0%) >.99 (2)
Nefropatia 22(51%) 2 (20%) .09 (2)
HIV+ 1(2%) 2 (20%) .08 (2)
Complicagdes trombdticas
Histdria de AVE 4 (9%) 0 (0%) >.99 (2)
AVE no internamento 2 (5%) 0 (0%) >.99 (2)
TVP 17 (50%) 2 (20%) 41 (2)
Uso de ventilagdo mecanica 33 (77%) 2 (22%) .003 (2)
Desfecho
Alta hospitalar 19 (44%) 8 (80%)
Obito 24 (56%) 2 (20%) .07 (2)

(1) teste de Mann-Whitney (2) Teste exato de Fisher
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Ultrassom das carétidas foi realizado em um periodo médio de 8,4 dias (DP=38)
em relacdo a admissao no respectivo setor. A meédia de idade destes pacientes foi de
60 anos (variagao, 24-89 anos), dos quais 58% eram homens e 81% estavam
internados na UTI.

Em 45 (85%) pacientes, a USG carotidea revelou alteragbes. Os achados
ultrassonograficos mais comuns foram: espessamento mediointimal (58%),
irregularidade difusa da superficie endoluminal (55%) e presenga de placas (57%).
Controle ecografico foi realizado em nove pacientes por indicagao clinica.

Espessamento mediointimal foi observado em 31 (58%) pacientes. O
percentual de pacientes que foram a oObito foi maior naqueles com EMI aumentada
(61% x 32%, respectivamente; p=0,03). A espessura média foi de 0,82 mm (variagao:
0,5-2,1 mm).

Um paciente admitido na enfermaria que se encontrava com ultrassonografia
inicialmente normal (EMI=0,5 mm) foi submetido a controle ecografico devido a piora
do quadro clinico. O controle evolutivo demonstrou surgimento de espessamento
mediointimal (EMI=1,2 mm) e de irregularidade da superficie endoluminal (Figura 1).

Ap0os piora do quadro clinico, ele foi transferido para a UTI, evoluindo a ébito.

Figura 1 — Ultrassonografia Doppler de carétidas em homem de 52 anos, internado com COVID-19
grave e HIV positivo. Em (A), imagem em escala de cinza sem evidéncias de alteragbes ecograficas

da EMI (seta). Em (B), estudo controle por piora clinica, realizado doze dias apds o primeiro exame,

observando-se EMI espessada e irregularidade da superficie endoluminal (seta).
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Outro paciente internado na UTI foi submetido a USG no terceiro dia de
internamento, observando-se edema perivascular e espessamento mediointimal
(EMI=1,03 mm); no controle ultrassonografico, realizado apds 7 dias (no décimo dia
de tratamento), foi observada reducao do edema perivascular e do espessamento
mediointimal, coincidindo com melhora do quadro clinico (Figura 2).

Figura 2 — Homem de 50 anos com COVID-19. Imagens ultrassonograficas em escala de cinza
mostram carétida comum espessada e irregular (setas brancas) no eixo longitudinal (A) e no eixo
transverso (B) no terceiro dia da doenga. Em (C), a artéria vertebral também se encontra espessada
difusamente (seta branca) e com sinais de infiltragdo perivascular (seta preta). Em (D), observa-se

leve redugao das alteragbes inflamatdrias perivasculares no décimo dia da doenga, coincidindo com

melhora clinica.
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Em quatro pacientes, concomitantemente ao espessamento mediointimal, foram
evidenciados sinais de infiltragdo perivascular determinando um aspecto "nebuloso”
na gordura adjacente ao vaso. Um dos pacientes apresentou infiltrado perivascular
excéntrico em proximidade a bifurcagdo carotidea, acompanhada por espessamento
mediointimal difuso, estreitamento do Iumen e placas iso e hipoecdicas, aspecto
usualmente encontrado em Transient perivascular inflammation of the carotid artery
(TIPIC) syndrome (Figura 3).
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Figura 3 — Imagem em escala de cinza de ultrassonografia carotidea em homem de 67 anos com
COVID-19. Em (A), observa-se infiltrado perivascular préximo a bifurcagéo carotidea, mais
proeminente em planos circunjacentes a carétida interna (seta preta). Ha, ainda, pequeno linfonodo
com caracteristicas reacionais (cabecga de seta preta). Em (B), (C) e (D), presenga de placas de
diferentes dimensodes e ecogenicidades (setas brancas), predominantemente hipo- e isoecdicas,
estendendo-se desde cardtida interna e bifurcagao carotidea (B) até carétida comum (D), a qual exibe

espessamento mediointimal difuso e irregular (cabega de seta branca).
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Foi realizado estudo adicional das artérias vertebrais em trés participantes,
sendo evidenciado espessamento parietal difuso desses vasos e das caroétidas, bem
como sinais de inflamacgéao perivascular (Figura 4).

Figura 4 — Mulher de 50 anos com COVID-19. Na imagem em escala de cinza de ultrassom (A) e na
sua respectiva imagem anotada (B), observa-se carétida comum com espessamento difuso
mediointimal destacado em rosa e infiltragdo perivascular destacada em laranja. Em (C), a artéria

vertebral esta espessada (seta branca) e ha sinais de infiltragao perivascular (cabega de seta preta).

Ao estudo Doppler colorido (D), foi flagrado trombo na artéria subclavia (seta).
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Ultrassonografia evidenciou irregularidade difusa da superficie endoluminal em
29 (55%) pacientes (Figura 5). Desses, 45% (13 de 29) foram a 6bito.

Figura 5 — Ultrassonografia de carétidas em trés pacientes hospitalizados por COVID-19. Em (A),

observa-se acentuada irregularidade difusa da superficie endoluminal (seta) em paciente de 59 anos.

Em (B), irregularidade da superficie endoluminal (seta) acompanhada por placa de contorno irregular
(cabega de seta) em mulher de 64 anos. (C) e (D): Espessamento mediointimal irregular em paciente

de 72 anos nos eixos longitudinal e transverso.
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Foram observadas placas carotideas em 57% (30 de 53). Nove pacientes
apresentaram placas hipoecodicas na carétida direita e oito na carétida esquerda; trés
pacientes apresentavam placas isoecoicas a direita e um apresentava a esquerda.
Placas hiperecoicas/calcificadas foram observadas na carétida direita de dez
pacientes e na carétida esquerda de 16 pacientes. E importante salientar que um
mesmo paciente poderia apresentar mais de um tipo de placa.

Alteracdes ecograficas relacionadas a coagulagéao foram também identificadas,
incluindo trombose arterial da subclavia em um paciente (Figura 4D), trombo em
tronco venoso braquiocefalico em um paciente, trombo em veia jugular em outro
paciente, trombos em cateteres venosos centrais em dois pacientes.

Ventilagdo mecénica foi necessaria em 66% (35 de 53) dos pacientes, dos
quais 60% (21 de 35) eram homens. Vinte e dois pacientes foram submetidos a
hemodialise, dos quais 14 (64%) eram homens. Quanto ao desfecho, 26 (49%)
pacientes faleceram, sendo que 16 (61%) eram do sexo masculino.

Analises conjuntas foram ainda ajustadas através de modelo de regresséo
logistica, estimando que a probabilidade de ébito foi maior em pacientes com EMI
aumentada (odds ratio [OR]: 4,1; IC 95%: 1,1; 15,8; p= 0.04) e histérico de nefropatia
cronica ou lesao renal aguda na admissao hospitalar (OR: 8,9; IC 95%: 2,4; 33,7; p=
0,001). Pacientes com essa associagao tiveram 85% de chance de evoluir a 6bito.
Sem esses fatores, a chance de 6bito foi estimada em 13%.

Os principais resultados e suas associacbes com o desfecho encontram-se na
Tabela 2.



Tabela 2: Variaveis clinicorradiolégicas e suas associa¢des com desfecho.
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Variaveis Desfecho Total P
Alta Obito

Sexo Homem 12 (55) 10 (45) 22 (100) .19*
Mulher 15 (48) 16 (52) 31 (100)

Idade, média (DP) 57 (17) 63 (11) 60 (15) 33%*

Setor de uTl 19 (44) 24 (56) 43 (100) | .04*

Hospitalizacdo Enfermaria | 8 (80) 2 (20) 10 (100)

Dias no Hospital, média (DP) 24.4(20.4) | 22.8(11.4) | 23.6 .33%*

(16.3)

Espessamento Sim 12 (39) 19 (61) 31 (100) .03*

Mediointimal Nao 15 (68) 7 (32) 22 (100)

Irregularidade Sim 16 (55) 13 (45) 29 (100) .73%*

Subendotelial Nao 9 (50) 9 (50) 18 (100)

Presenca de placa  Sim 16 (53) 14 (47) 30 (100) .69
Nado 11 (48) 12 (52) 23 (100)

Valores em parénteses referem-se a porcentagens.

*p-valor usando teste qui-quadrado de independéncia de Pearson.

**p-valor usando o teste de the Mann-Whitney.
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5 DISCUSSAO

Em pacientes com COVID-19 grave, a USG de carétidas mostrou que o
espessamento mediointimal foi o achado mais comum. Adicionalmente, essa
alteragdo esteve associada a um aumento do risco de morte nesses pacientes,
principalmente naqueles com nefropatia. Dos pacientes com COVID-19 grave que
apresentavam lesao renal e espessamento mediointimal, oitenta e cinco porcento
foram a &bito neste estudo.

Foi ainda observado o surgimento de espessamento mediointimal apds piora
clinica em um paciente com USG prévia normal (Figura 1), assim como a redugao dos
achados patoldgicos carotideos em outro paciente no seu estudo-controle (Figura 2)
apos melhora clinica. Esses resultados parecem refletir o impacto clinico da COVID-
19 e podem servir de marcador prognostico da doenca.

Embora a natureza desses achados nao esteja ainda bem definida, algumas
hipéteses podem ser consideradas. Possiveis explicagdes incluiriam infecgdo direta
pelo virus, tendo em vista que a expressdo da ECA2 é abundante no endotélio
vascular, com estudos de autdpsia evidenciando efeito inflamatério direto do SARS-
CoV-2 @ além de lesdo endotelial associada a presenca de particulas virais
intracelulares e ruptura de membranas celulares (2. Essa viremia endotelial pode
ainda ser um possivel fator contribuinte para o pior progndstico em pacientes com
nefropatia e EMI aumentada, evidenciado na nossa pesquisa, em associacao a
desregulagéo do Sistema Renina Angiotensina Aldosterona e da resposta imune 9.

Espessamento mediointimal também é visto em processos inflamatérios como
TIPIC sindrome (?'22) vasculites e em outros processos infecciosos, incluindo HIV e
outros coronavirus (723 O estado hiperinflamatério relacionado a “tempestade de
citocinas” pode ter vinculo a esse achado em pacientes com COVID-19 grave. Esse
mecanismo inflamatério pode ajudar a justificar o fato de o espessamento
mediointimal ter surgido em um paciente que se encontrava previamente sem essa
alteragao; também pode estar associado a melhora clinicorradioldgica no paciente que
sofreu redugao do processo inflamatério perivascular apés manejo terapéutico.

Sinais de infiltragdo perivascular ja foram relatados em vasculites e na TIPIC
sindrome, sendo aventado que esses achados estejam associados a inflamag&o ou a
expressdo de processo autoimune 1),

Foram observadas ainda irregularidade da superficie endoluminal e placas.
Irregularidade da superficie endoluminal na USG pode estar associada a endotelite
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decorrente do virus ou a possiveis fatores pré-aterogénicos. A presencga de placas
hipoecoicas, principalmente quando acompanhadas por infiltracdo perivascular e
espessamento mediointimal difuso, € achado usualmente encontrado em vasculites
(21,22.24.25) Essas placas hipoecodicas podem também estar relacionadas a ativagdo da
funcdo endotelial pelo SARS-CoV-2 no sentido de promogéo de aterosclerose, bem
como da participagdo do processo inflamatério e da contribuigdo da hematopoiese
pos-estimulos estressores, favorecendo a aterogénese (?9).

Fatores de risco cardiovasculares tradicionais estdo associados ao aumento da
EMI e a outras alteragdes patologicas parietais da carétida ('6). Desse modo, surgem
0s seguintes questionamentos: o espessamento mediointimal na COVID-19 & um
achado prévio, transitério ou permanente? Esse espessamento acarretara um risco
cardiovascular adicional a esses pacientes? Tendo em vista que nosso estudo foi
realizado entre a primeira e segunda onda, um periodo de grande morbimortalidade
hospitalar no Brasil ?7), poucos pacientes tiveram condi¢des clinicas de serem
submetidos a controle ultrassonografico. Desse modo, novos estudos sao necessarios
para um melhor esclarecimento desses achados.

Os achados de imagem relacionados a trombose neste estudo corroboram que
pacientes hospitalizados com COVID-19 estdo frequentemente em estado de
hipercoagulagéo. Estudos prévios com analise histolégica dos vasos pulmonares em
pacientes com COVID-19 ja demonstraram achados como trombose difusa,
microangiopatia, oclusdo de pequenos vasos pulmonares e microtrombos em
capilares alveolares (11:12.29.30),

Em relagao a pratica clinica, nosso estudo sugere que a avaliagdo das carotidas
pode ajudar no manejo de pacientes com COVID-19 grave e na identificagdo de
possiveis complicagbes. Aumento da EMI pode ser um preditor de risco para pior
evolucado da doencga, especialmente em associacdo com nefropatia prévia ou lesao
renal aguda. Ha ainda a possibilidade de a USG carotidea auxiliar na avaliagao de
resposta terapéutica através de exames de rastreio e seguimento.

Este estudo apresentou limitagdes. As mais importantes foram o tamanho da
amostra e o desenho do estudo que nao permite estabelecer relagao de causa-efeito.
Deve ser considerado que realizar USG em pacientes graves com SARS-CoV-2
requer tempo para paramentacdo e desparamentacdo, além de utilizacdo de
protocolos rigorosos para redu¢ao da exposicao da equipe. Houve ainda dificuldade

de conseguir acesso ecografico adequado devido a curativos, aparelhos de
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monitorizagao, instabilidade clinica e posicdo prona. Alguns dados nao estavam
presentes nos prontuarios, o que limitou a correlag&o clinicorradiolégica. Também nao
houve um grupo controle, uma vez que a pandemia obrigou os servigos de saude a
se adaptarem as novas demandas de saude publica, causando queda no numero de
hospitalizagdes por outras patologias. Apesar dessas limitagbes, foi possivel
documentar e avaliar os achados ultrassonograficos de car6tidas em pacientes com
COVID-19 grave.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo relatou alteragdes vasculares e perivasculares através da
ultrassonografia de carétidas em pacientes com COVID-19 grave. Aumento da EMI,
irregularidade da superficie endoluminal, infiltrado perivascular e placas carotideas
foram os principais achados ultrassonograficos.

Espessamento mediointimal foi o achado mais comum. Observou-se uma
maior mortalidade nos pacientes que apresentavam essa alteracao.

A partir da analise dos dados, também foi observado que o aumento da EMI
associado a leséo renal pode aumentar o risco de morte nos pacientes com COVID-
19 grave.

Evidenciou-se, ainda, o surgimento de espessamento mediointimal em um
paciente que se encontrava previamente sem essa alteragdo, apos piora do seu
quadro clinico; também houve sinais de reducéo do processo inflamatério vascular em
outro paciente, apés ultrapassar periodo de maior atividade inflamatéria da doenga e
pos-manejo terapéutico.

Assim, este estudo prospectivo observou alteracbes vasculares e
perivasculares em pacientes com COVID-19 grave, com associagdes relacionadas a
mortalidade. Estudos subsequentes avaliando o endotélio nas diferentes fases da
COVID-19, incluindo pacientes com doenca leve e assintomaticos, podem trazer ainda

mais informagéo e s&o recomendados.
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APENDICE A - FICHA DE COLETA DE DADOS

APENDICE 1 - FICHA DE PESQUISA

Nome: Sexo:
Data de Nascimento: Idade:_ Hospital:
Registro: Leito UTL: Leito enfermania:
Data de admissao hospitalar: ( ) Enfermaria ( )UTI
Se enfermaria, determinar se necessitou de UTI a posteriori ¢ quando:

Acrescentar: alta UTI data Alta hospitalar
Morte: 30 dias da doenga o que aconteceu?
Comorbidades:
Idoso=60" Uso de imunobiologicos

Obesidade IMC=30
Obesidade IMC=>35
Obesidade IMC=>40
Diabetes Mellitus

Pneumopatias cronicas
(DPOC/Asma/Apneia do sono)

Tabagismo ativo ou inativo
Hipertensao Arterial Sistémica
Doenga renal crénica

Doenga renal crinica em dialise
Doenga hepatica cronica

Uso de imunossupressor
(quimioteripicos e corticoides)

Neutropenia

Histora de transplante

Cardiopatia prévia (coronariopatia,

insuficiéncia cardiaca)

Infecgido por HIV com CD4
estimado < 350 ou outras
imunodeficiéncias

Neoplasia hematologica com ou

sem QT

Outras neoplasias

Doengas autoimunes

Asplenia funcional ou anatomica

Doenga neurologica cronica ou
deméncia

Quantidade de comorbidades:
Dados clinicos:
Duragio dos sintomas antes do internamento:

Na admissio hospitalar: Temperatura: PA:
ipm Sato2: Glasgow:

Febre durante mternamento: ( ) Sim{( ) Nio
Dados antropométricos:

Peso:  Altura:_ Peso estimado:
Circunferéncia abdominal:

Altura estimada:__ Altura do joelho:
IMC: _ IMC estimado:

mmHg FC: bpm FR:
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Peso Ideal: Kg
Pardmetros respiratorios:
Data de 10T: Extubado em: TQT em: Decanulado em:

Tipo de ventilagio: VM () RE () CNO2 ( ) Mascara de O2 néo reinalante () fluxo: L/min
Csr:__ Vit Rsr:_ Fluxo:__ Fio2: PEEP titulada: _ DP: __ Prona:( ) Sim{ )
Nio

Avaliagio da resposta  prona:
Boa

Parcial
Sem resposta

Gasometria das admissional e com 72h do internamento:

Data: Ph PF:_  PaCO2:  HCO3 __ Sao2:  lactato:
Data: Ph. P/F:_ PaCO2:  HCO3 __ Sao2:  Lactator
Dados hemodinimicos:
Usode DVA: ( )Sim( ) Nio

=0.Imeg/kg/min

<0.Imeg/kg/min

Fez Hemodialise: ( ) Sim( ) Nio
Data do micio da Hemodialise: Data do termino da hemodialise:

Teve infecgio relacionada a assisténcia 4 saude: ( ) Sim ( ) Nao
ICS primana
PAVM
ITU relacionada a cateter vesical de demora

Medicamentos:

Oseltamivir: ( ) Sim () Nio Dose/tempo:
Ivermectina: ( ) Sim ( ) Nio Dose/tempo:
Hidroxicloroquina: { ) Sim ( ) Nao Dose/tempo:
Azitromicina: ( ) Sim( ) Nio Dose/Tempo:
Outros ATB: ( )Sm ( ) Nio

Quais:

Corticorde: () Sim( ) Nao Qual? Dose cumulativa:
Dose de heparina usada:

Uso de Insulina em BIC durante internamento: ( ) Sim ( ) Néo
Uso de bloqueador neuromuscular: () Sim{ ) Nio

Dados laboratoriais:

Resultado de PCR (swab): COVID: ( ) positivo ( ) Negativo
Data da coleta:

l l I I I [ I [ I | ]




Hb

Ht

Leucocitos

Meta/mielo

Bast/seg

LTLA

Mn

Plag. X10*

INR

TPAE

TTPA

Fibrinogénio

D-dimero

Ferritina

Uréia

Creatinina

Na

K

Cl

Ca

P

Mg

BT/BD

Albumina

TGO/TGP

FA/GGT

AMI/LIP

Triglicérides

CPK

CKMB

Troponina

DHL

PCR

Medida da camada media-intimal carotidea: Data do exame:

Escores:
SOFA 24h: SOFAT2h: SAPS3: Percentual de mortalidade:
H- Score (Sindrome de Ativagiao Macrofagica): ISTH escore:



APENDICE B - FORMULARIO DE ULTRASSONOGRAFIA

TEM DESCONFORTO ABDOMINAL? ( ) SIM ( ) NAO

INICIO E DURAGAO DA SINTOMATOLOGIA:

52

ALTURA: PESO: IMC:
CA:

CO-MORBIDADES:

ACHADOS DO EXAME - DATA: [/

AVALIAGAO DO ABDOME - PARTE 1/2

PESQUISA DE LiQUIDO LIVRE:

1) Espaco de Morrison (hepatorrenal):
( )Sim ( )N&o ( )Inaplicavel ( )Ignorado

2) Espaco esplenorrenal:
( )Sim ( )N&o ( )Inaplicavel ( )lgnorado

3) Espaco perirrenal:
( )Sim ( )Nao ( )Inaplicavel ( )lgnorado

4) Fossa iliaca direita:
( )Sim ( )N&o ( )Inaplicavel ( )lIgnorado

5) Fossa iliaca esquerda:
( )Sim ( )N&o ( )Inaplicavel ( )lgnorado

6) Escavacdo pélvica (supra-vesical):
( )Sim ( )N&o ( )Inaplicavel ( )lgnorado

7) Liquido laminar ou borramento do espacgo perirrenal:
( )Sim ( )Nao ( )Inaplicavel ( )lgnorado

8) Ausente:
()

VESICULA BILIAR:

) Normal

) Calculos biliares
) Colabada

) Colecistectomia
) Ignorado

) N3do se aplica

Aspecto geral:

— o~ — — — —

) Espessada (>3,0 mm)
) Normal (<3,0 mm)

) N3do se aplica

) Ignorado

Espessamento da parede:

— — — —
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AVALIAGAO DO ABDOME - PARTE 2/2

FIGADO BACO PANCREAS
Contornos ( ) Regulares ( ) Regulares ( ) Regulares
() lrregulares () lrregulares () lrregulares
( ) Rombos ( ) Rombos ( ) Rombos
( ) Lobulados ( ) Lobulados ( ) Lobulados
( ) Outros ( ) Outros ( ) Outros
( )!gnorado ( )!gnorado ( )!gnorado
() Inaplicavel
Tamanho () Normal ( ) Normal ( ) Normal
() Aumentado () Aumentado () Aumentado
Medidas: ___cm Medidas: ___cm Medidas: ___cm
( )!gnorado ( )!gnorado ( )!gnorado
() Inaplicavel
Textura ( ) Homogénea ( ) Homogénea ( ) Homogénea
( ) Heterogénea ( ) Heterogénea ( ) Heterogénea
( )Outra: ( )Outra: ( )Outra:
( )!gnorado ( )!gnorado ( )!gnorado
() Inaplicavel
Ecogenicidade () Normal ( ) Normal ( ) Normal
() Aumentada () Aumentada () Aumentada
Doenca de depdsito? S /N | () Reduzida ( ) Reduzida
() Reduzida ( ) lgnorado ( )Ignorado
() lgnorado () Inaplicavel
Esteatose hepatica () Leve
( ) Moderada
( ) Grave
(

) Ndo se aplica

EXTENSAO DO ESTUDO ECOGRAFICO COM AVALIAGAO DO TORAX

PRESENCA DE LiQUIDO LIVRE NOS FOLHETOS PLEURAIS

Exame

Volume - percepcdo visual

Derrame pleural D
(
(
(

) Sem derrame
) Com derrame
) Ignorado

) Pequeno
) Moderado
) Volumoso

) Derrame laminar (ndo mensuravel)

Derrame pleural E
(
(
(

) Sem derrame
) Com derrame
) Ignorado

) Pequeno
) Moderado
() Volumoso

— s — | — — — —

) Derrame laminar (ndo mensuravel)

PRESENCA DE LiQUIDO LIVRE NOS FOLHETOS PERICARDICOS

Exame

Espessura da lamina (se mensuravel)

( ) Presente

aminar

()L
() Ndo laminar

( ) Ausente
( )!gnorado

ESTUDO DE PLANOS ADIPOSOS

TIPO DE GORDURA

ESPESSURA

ACHADOS ADICIONAIS
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Intra-abdominal

Retoabdominal - parede anterio

aorta:
Parede abdominal ABD SUP:
(Periumbilical) ABD INF:

ESPESSURA COMPLEXO MEDIO INTIMAL - CMI

DIR:
ESQ:

PLACAS: ( ) SIM
( )NAO

OUTROS COMENTARIOS:
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APENDICE C — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Participantes a partir dos 18 anos de idade ou emancipados - Resolugao 466/12)

IMPACTO DA OBESIDADE NA EVOLUGAO DA COVID-19 GRAVE

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa porque foi atendido (a)
ou esta sendo atendido (a) nesta instituigdo. Para que vocé possa decidir se quer
participar ou ndo, precisa conhecer os beneficios, 0s riscos e as consequéncias pela
sua participagéo.

Este documento é chamado de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
e tem esse nome porque vocé s6 deve aceitar participar desta pesquisa depois de ter
lido e entendido este documento. Leia as informacdes com atencédo e converse com
0 pesquisador responsavel e com a equipe da pesquisa sobre quaisquer duvidas que
vocé tenha. Caso haja alguma palavra ou frase que vocé n&do entenda, converse com
a pessoa responsavel por obter este consentimento, para maiores esclarecimentos.
Caso prefira, converse com os seus familiares, amigos e com a equipe médica antes
de tomar uma decis&o. Se vocé tiver duvidas depois de ler estas informagdes, entre
em contato com o pesquisador responsavel.

Esta pesquisa estda sob a responsabilidade da pesquisadora Profa. Dra. Simone
Cristina Soares Brandao, com enderego na Avenida Prof. Moraes Rego s/n - Cidade
Universitaria, Recife-PE, Brasil CEP: 50670-420, Telefone: 21263978 e email:
sbrandaonuclearufpe@gmail.com.

Também participam desta pesquisa os pesquisadores: Prof. Dr. Esdras Marques,
Profa. Dra. Emmanuelle Tendério, Profa. Dra. Lucia Cordeiro, Camila Silva Bezerra,
Alice Abath Leite, Vanessa Borba, Thais Ramos, Gabriela Buril, Julia Xavier e
Gustavo Freitas.

Apos receber todas as informagdes, e todas as duvidas forem esclarecidas, vocé
podera fornecer seu consentimento via dudio, através de midias sociais (aplicativo
Whatsapp ou através de mensagem de texto com mensagem de audio), rubricando
e/ou assinando em todas as paginas deste Termo, em duas vias (uma do pesquisador
responsavel e outra do participante da pesquisa), caso queira participar.

PROPOSITO DA PESQUISA

O objetivo da pesquisa € avaliar o impacto da obesidade na evolugao clinica de
pacientes com quadros graves de COVID-19.

PROCEDIMENTOS DA PESQUISA
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A sua participagédo consistira em realizar uma ultrassonografia de abdémen e de
pescogo (exame de imagem nao invasivo, sem radiagao e realizado por profissional
capacitado), além de permitir a analise de dados de prontuario e de exames
previamente realizados durante este internamento, respeitando completamente seu
sigilo e anonimato.

N&o sera solicitado que vocé fique em jejum para fazer a ultrassonografia.

BENEFICIOS

A participacao no estudo ajudara no desenvolvimento de novos conhecimentos, que
poderao eventualmente beneficiar o paciente e outras pessoas no futuro. Os pacientes
também poderédo ter os seus diagndsticos realizados com mais celeridade, sem
nenhum tipo de intervencio invasiva, tendo em vista que qualquer achado nos
exames de ultrassonografia realizados na pesquisa serdo imediatamente
comunicados ao paciente e ao seu medico assistente, sendo registrado em prontuario
com data e hora do achado, para que a equipe meédica tome conhecimento
prontamente de possiveis achados e possam realizar medidas cabiveis. Tais medidas
serdo tomadas exclusivamente pela a equipe médica assistente durante o
internamento da UTl/enfermaria, orientando e encaminhando o paciente no momento
da alta para acompanhamento especifico/especializado.

RISCOS

A ultrassonografia oferecida aos pacientes que aceitarem participar do estudo
prospectivo é considerada inécua e nao utiliza radiagao.

Poderao ser analisados os dados referentes as aquisicbes de imagem, exame fisico
e exames laboratoriais ja previamente solicitados pelo médico assistente no manejo
clinico, através de dados de prontuarios, respeitando-se o sigilo e a confidencialidade
dos dados utilizados.

CUSTOS

O participante nao pagara por qualquer exame de imagem ou teste exigido como parte
desta pesquisa.

CONFIDENCIALIDADE

Se vocé optar por participar desta pesquisa, as informacgdes sobre a sua saude e seus
dados pessoais serdao mantidas de maneira confidencial e sigilosa. Seus dados
somente serao utilizados depois de anonimizados (ou seja, sem sua identificagao).
Apenas os pesquisadores autorizados terao acesso aos dados individuais, resultados
de exames e testes bem como as informagdes do seu registro médico. Mesmo que
estes dados sejam utilizados para propésitos de divulgagao e/ou publicagao cientifica,
sua identidade permanecera em segredo.
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PARTICIPAGAO VOLUNTARIA

A sua participagdo é voluntaria e a recusa em autorizar a sua participagdo nao
acarretara quaisquer penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé tem direito,
ou mudancga no seu tratamento e acompanhamento médico nesta instituicdo. Vocé
podera retirar seu consentimento a qualquer momento sem qualquer prejuizo. Em
caso de vocé decidir interromper sua participagdo na pesquisa, a equipe de
pesquisadores deve ser comunicada e a coleta de dados relativos a pesquisa sera
imediatamente interrompida.

ACESSO AOS RESULTADOS DE EXAMES

Vocé pode ter acesso a qualquer resultado relacionado a esta pesquisa. Estes
resultados serao enviados ao seu médico e ele os discutira com vocé. Se vocé tiver
interesse, vocé podera receber uma cépia dos mesmos.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

A pessoa responsavel pela obtencdo deste Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido Ihe explicou claramente o conteudo destas informagdes e se colocou a
disposicéo para responder as suas perguntas sempre que tiver novas duvidas. Vocé
tera garantia de acesso, em qualquer etapa da pesquisa, sobre qualquer
esclarecimento de eventuais duvidas e inclusive para tomar conhecimento dos
resultados desta pesquisa. Neste caso, por favor, ligue para Dra. Simone Brandao
, Dra. Camila Bezerra ou Dr. Esdras Marques no telefone (81) 991478306 em
horario comercial de segunda a sexta. Os dados coletados nesta pesquisa ficarao
armazenados em computador do sob a responsabilidade dos pesquisadores, no
enderego Av. Prof. Moraes Rego, s/n - Cidade Universitaria, Recife - PE, 50670-901,
pelo periodo de minimo 5 anos. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do HC-UFPE e pelo CEP/IMIP .

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera
consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no
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ULTRASOUND FINDINGS IN SEVERE COVID-19: A DEEPER LOOK THROUGH

THE CAROTIDS

Manuscript Type: Original Article

ABSTRACT
Objective: To investigate vascular and perivascular abnormalities in the carotid arteries using
ultrasound and evaluate their association with mortality and clinical variables in hospitalized

COVID-19 patients.

Material and Methods: In this prospective study, 53 hospitalized patients with severe
COVID-19 were evaluated and underwent carotid ultrasound. We described the carotid
ultrasound findings in these patients. Correlations of clinical, demographic, laboratory, and

imaging features were analyzed and compared using statistical analysis.

Results: Carotid ultrasound demonstrated endoluminal surface irregularity in 29 patients
(55%), carotid plaques in 30 patients (57%), perivascular infiltration in four patients (7.5%),
and increased intima-media thickness (IMT) in 31 patients (58%). Among those with
increased IMT, 19 (61%) died, with an association observed between increased IMT and
COVID-19 mortality (p =0.03). A logistic regression model showed that the probability of
death was 85% in patients with increased IMT and a history of chronic nephropathy or acute

kidney injury at hospitalization (p <0.05).

Conclusion: Increased IMT, endoluminal surface irregularity, carotid plaques, and

perivascular infiltrates were found on carotid ultrasound in patients hospitalized with severe

COVID-19. Increased IMT associated with kidney damage might increase the risk of death.
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INTRODUCTION

The coronavirus disease (COVID-19) caused approximately 386 million infections and 5.7
million deaths until February 4, 2022 ), Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2) revealed to be a complex infectious agent responsible for extrapulmonary
presentations such as renal, cutaneous, gastrointestinal, neurological, and cardiovascular
changes 7.

In vitro experiments and autopsy studies have shown that SARS-CoV-2 binds to host
angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) receptors ®?. Thus, tissues with high ACE2
surface expression are considered susceptible to direct viral infection 19, ACE2 is widely
distributed throughout the body and abundantly expressed on the surface of the vascular
endothelium :%:19),

Postmortem examination of patients with severe COVID-19 revealed endotheliitis
and other vascular changes, such as intussusceptive pulmonary angiogenesis, cell necrosis,
and microthrombi !'?. Moreover, alterations in endothelial glycocalyx thickness were also
described ¥, These findings reinforce that COVID-19 is a vascular discase, with the
endothelium playing a central role in its pathophysiology (11315,

Carotid ultrasound is a widely available and non-invasive tool in the evaluation of
vascular abnormalities, including intima-media thickness (IMT) changes and other pathologic
wall findings (9. Despite the advantages of this imaging method, there have been no
ultrasound studies on carotid manifestations related to SARS-CoV-2 infection to our
knowledge, except for few case reports. This study aimed to identify and characterize IMT
changes and vascular abnormalities in patients with severe COVID-19 through carotid

ultrasound and to correlate them with mortality and clinical variables.

MATERIAL AND METHODS
Patients and Study Design
This prospective, cross-sectional, multicenter study was conducted in three Brazilian hospitals

referenced by the local government for the care of COVID-19 patients. The study was
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approved by the Research Ethics Committee of the Hospital X (CAAE:
34736620.6.0000.8807) and informed consent was obtained after being provided information
regarding the study.

Adult inpatients and intensive care unit (ICU) patients (>18 years old) selected by
convenience with positive reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) results
for SARS-CoV-2 in the participating hospitals between July 2020 and February 2021 were

included.

Image Acquisition and Ultrasound Protocol

Ultrasound examinations were performed at the bedside using GE Logic devices and GE 12L-
RS linear transducers by three board-certified radiologists (with 4-10 years of experience), the
patients being examined by at least two radiologists together on site. The physicians were
aware of the SARS-CoV-2-positive RT-PCR results of the evaluated patients, but they were
blinded to other clinical and laboratory data.

The carotid ultrasound protocol included assessment of the common carotid artery,
carotid bifurcation, and at least 2 cm of the internal and external carotid arteries. These
vessels were evaluated using grayscale and color Doppler studies to search for the following
changes: increased IMT, endoluminal surface irregularity, plaques, plaque characteristics, and

thrombus.

Data Collection and Image Reading

Ultrasound data were stored in the rescarchers’ local electronic devices and later evaluated in
a clinical-radiological environment with the other members of the research team. The images
were reviewed by the three radiologists, and the findings were only included in the study
when commonly observed by at least two of these three researchers. All discrepancies
regarding the initial interpretation of the data were resolved by consensus through
consultation with a vascular echography specialist, a surgeon specializing in angiology, and a

cardiologist. Considering that some aspects of the ultrasound study can be subjective, specific
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criteria were used in ultrasound examinations and in image review aiming at reducing false-
positive observations, also considering that the studied population had age variation, being
predominantly aged <65 years: (@) IMT was measured on the posterior wall of the common
carotid in a plaque-free segment, defined as the distance between two hyperechoic lines
corresponding to the lumen-intima and media-adventitia interfaces of the arterial wall (617,
and it was considered thickened if the mean value between three manual measurements was
greater than the 75th percentile of the Brazilian population, according to the ELSA-Brasil
study (¢'%); (h) carotid endoluminal surface irregularity was evaluated in grayscale,
comparing the findings in the longitudinal and axial axes to avoid possible ultrasonographic
artifacts; (c) atheromatous plaque was defined as a focal structure extending at least 0.5 mm
to the vessel lumen, and/or measuring >50% of the value of the adjacent IMT measurement,
and/or an IMT measurement of >1.5 mm (%!?); (d) the carotid plaques were divided into thre¢
subgroups and characterized as hypoechoic when their echogenicity was similar to that of
blood, isoechoic when similar to that of the sternocleidomastoid muscle, and hyperechoic
when “whiter” than the adjacent muscle. In this last subgroup, this study also included
hyperechoic plaques producing posterior acoustic shadows corresponding to calcifications.
After imaging data were reviewed, clinical, demographic, and laboratory data were
collected from clectronic and physical records, with the researchers blinded to the imaging
findings, and the data were subsequently reviewed by the three radiologists. The following
comorbidities were evaluated: systemic arterial hypertension (SAH), diabetes mellitus (DM),
history of chronic nephropathy or acute kidney injury at admission, coronary artery disease

(CAD), and history of stroke or deep venous thrombosis.

Statistical Analysis
Demographic, clinical, laboratory, and imaging data of patients were compared using
statistical tests such as Pearson’s chi-square test for independence and the Mann-Whitney

test.
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Logistic regression models were used to jointly evaluate imaging parameter variables
(IMT, plaques, and endoluminal surface irregularity) and clinical data (age, sex, ICU
admission, and comorbidities) to explain the outcome. P-values of <0.05 indicated a
significant difference. All statistical analyses were performed using SPSS software (version

20.0).

RESULTS

A total of 210 patients with SARS-CoV-2-positive RT-PCR findings were admitted to the
evaluated sectors of the three hospitals, of whom 166 (79%) were admitted to the ICU.
Among them, 122 (58%) werc men, with a mean age of 60 = 17 years (range, 19-99 years).
This study included 53 patients who underwent carotid ultrasound. The characteristics of the
patients are listed in Table 1.

Carotid ultrasound was performed within an average period of 8.4 days (standard
deviation, 8) of admission to the respective sector. The mean age was 60 years (range, 24-89
years), and 58% of patients were men and 81% were admitted to the ICU.

The most common findings were increased IMT (58%), diffuse endoluminal surface
irregularity (55%), and presence of plaques (57%). Nine patients underwent follow-up
ultrasound.

Increased IMT was found in 31 (58%) patients. The percentage of deceased patients
was higher among those with increased IMT (61% and 32%, respectively; p = 0.03). The age
of patients with increased IMT ranged from 48 to 85 years. The mean IMT was 0.82 mm
(range, 0.5-2.1 mm).

An inpatient who initially had a normal baseline ultrasound (IMT = 0.5 mm)
underwent follow-up ultrasound due to clinical worsening. The follow-up ultrasound showed
the onset of increased IMT (IMT = 1.2 mm) and endoluminal surface irregularity (Figure 1).
After this clinical worsening, the patient was transferred to the ICU, progressing to death.

Another patient admitted to the ICU underwent carotid ultrasound on the third day of

hospitalization, with perivascular edema and increased IMT (IMT = 1.03 mm), and follow-up
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ultrasound performed after 7 days (on the tenth day of treatment) showed decreased
perivascular edema and IMT, coinciding with an improved clinical condition (Figure 2).

In four patients, concomitant with the increased IMT, signs of perivascular
infiltration were observed, suggesting a “hazy” aspect in the fat surrounding the vessel. One
of the patients had an eccentric perivascular infiltrate close to the carotid bifurcation
associated with diffuse IMT increase, lumen narrowing, and iso- and hypoechoic plaques, an
aspect usually found in transient perivascular inflammation of the carotid artery (TIPIC)
syndrome (Figure 3).

An additional study of the vertebral arteries was performed in three patients, showing
diffuse parictal thickening of these vessels and of the carotids, as well as signs of perivascular
inflammation (Figure 4).

Carotid ultrasound revealed diffuse endoluminal surface irregularity in 29 (55%)
patients (Figure 5). Of these, 45% (13 of 29) died.

Carotid plaques were observed in 57% of patients (30 of 53). Nine patients had
hypoechoic plaques in the right carotid and eight in the left carotid, while three patients had
isoechoic plaques in the right carotid and one in the left. Hyperechoic/calcified plaques were
observed in the right carotid artery in ten patients and in the left carotid artery in 16 patients.
It is important to emphasize that the same patient could have more than one type of plaque.

Vascular coagulation-related abnormalities were also identified, including subclavian
arterial thrombosis in one patient (Figure 4d), thrombus in the brachiocephalic venous trunk
in one patient, thrombus in the jugular vein in another patient, and thrombi in central venous
catheters in two patients.

Mechanical ventilation was required in 66% (35 of 53) of patients, of whom 60% (21
of 35) were men. A total of 22 patients underwent hemodialysis, of whom 14 (64%) were
men. As for the outcome, 26 (49%) patients died, of whom 16 (61%) were men. The analysis
of death proportion between the sexes showed that men had a higher rate of death than

women (52% and 45%, respectively).
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Pooled analyses were also adjusted using a logistic regression model, and the
probability of death was estimated to be greater in patients with increased IMT (odds
ratio]OR|:4.1; 95% CI: 1.1; 15.8; p=0.04) and a history of chronic nephropathy or acute
kidney injury at hospital admission (OR:8.9; 95% CI: 2.4; 33.7; p= 0.001). Patients with this
association had an 85% chance of progressing to death. Without these factors, the chance of
death was estimated to be 13%. The main results and their associations with the outcomes are

shown in Table 2.

DISCUSSION

In this study, increased IMT was the most common finding in the carotid ultrasound
of patients with severe COVID-19. Intima-media thickening may be associated with an
increased risk of death in these patients (p = 0.03) and may be also related to a worse
prognosis in patients with concomitant nephropathy (85% chance of progressing to death). It
was also observed the onset of increased IMT after a clinical worsening in a patient with a
previous normal carotid ultrasound (Figure 1), as well as the demonstration of a decreasing
pathologic carotid findings in the follow-up examination of another patient (Figure 2),
coinciding with an improved clinical condition.

Although the nature of these findings is not yet well defined, some hypotheses can be
considered. These include direct virus infection, because ACE2 expression is abundant in the
vascular endothelium, with autopsy studies indicating a direct inflammatory effect of SARS-
CoV-2 & in addition to endothelial damage associated with the presence of intracellular viral
particles and cell membrane ruptures '2). This endothelial viremia may remain a possible
contributing factor for worse prognosis in patients with nephropathy and increased IMT, as
observed in this study, associated with a dysregulated renin-angiotensin-aldosterone system
and immune response @%,

Increased IMT is also observed in inflammatory processes, such as TIPIC syndrome
©122)vasculitis, and other infectious processes, including HIV and other coronaviruses (7%,

The hyperinflammatory state related to the “cytokine storm™ may be linked to this finding in
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patients with severe COVID-19. This inflammatory mechanism may justify the onset of
increased IMT in the patient who previously had no such change. It may also be associated
with clinical and radiological improvement in the other patient with reduced perivascular
inflammatory process after therapeutic management.

Signs of perivascular infiltration have been reported in vasculitis and TIPIC
syndrome, and it is suggested that these findings are associated with inflammation or the
expression of an autoimmune process @Y.

Endoluminal surface irregularities and plaques were also observed. Endoluminal
surface irregularity on ultrasound may be associated with endotheliitis caused by the virus or
with possible pro-atherogenic factors. Hypoechoic plaques are usually found in vasculitis,
especially when associated with perivascular infiltration and diffuse IMT increase 1222429,
These hypoechoic plaques may also be related to the activation of endothelial function by
SARS-CoV-2 in the sense of promoting atherosclerosis, as well as the participation of the
inflammatory process and the contribution of hematopoiesis after exposure to stressor stimuli,
favoring atherogenesis @9,

Traditional cardiovascular risk factors are also associated with increased IMT and
other pathologic carotid wall findings 9, Thus, the following questions arise: Is IMT
increase in COVID-19 a previous, a transitory or a permanent finding? Will this thickening
represent an additional cardiovascular risk for these patients? Since our study was conducted
between the first and second waves, a period of increased in-hospital morbidity and mortality
in Brazil ®7), few patients had medical conditions to undergo follow-up ultrasound. Therefore,
further studies are needed for better clarification of these findings.

Imaging features related to thrombosis corroborate that hospitalized COVID-19
patients are often in a state of hypercoagulation ©*. Previous studies with histological analysis
of pulmonary vessels in COVID-19 patients already demonstrated findings such as diffuse
thrombosis, microangiopathy, occlusion of small pulmonary vessels, and microthrombi in

alveolar capillaries (11-12.29:30),
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As for clinical practice, this study suggests that the evaluation of the carotids may
help manage patients with severe COVID-19 and can help identify possible complications.

Increased IMT might be a risk predictor for a worse outcome of the disease, especially in

69

association with previous nephropathy and/or acute kidney injury. There is also the possibility

that carotid ultrasound might improve the assessment of therapeutic response through patient

screening and follow-up.

This study had some limitations. The most important factors were the sample size and

the study design that does not allow the establishment of a cause-effect relationship. It should

be considered that performing ultrasound in critically ill patients with SARS-CoV-2 requires

time for dressing and undressing, in addition to the use of strict protocols to reduce the team’s

exposure. It was also difficult to obtain adequate ultrasound access due to the presence of
cervical sutures and monitoring devices, clinical instability and prone position. Some data
were not present in the medical records, which limited the clinical-radiological correlation.
This study lacked a control group, as the pandemic forced healthcare services to adjust to
mutating healthcare needs, causing a sudden drop of hospitalizations of non-COVID-19
during the lockdown period. Despite these limitations, it was possible to document and
evaluate the carotid ultrasound findings in critically ill patients with COVID-19.

In conclusion, this study reported vascular and perivascular changes through carotid
ultrasound in patients with severe COVID-19. Increased IMT, endoluminal surface
irregularity, perivascular infiltrates and carotid plaques were the main findings. Increased
IMT associated with kidney damage might increase the risk of death. Subsequent studies
evaluating the endothelium at different phases of COVID-19, including patients with mild

and asymptomatic disease, may provide more information and are recommended.
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Table 1: Demographic and clinical characteristics of patients.

Characteristic ICU Non-ICU p-Value
No. of patients 43 10
Age, mean t SD 59 +15 61+15 .90(1)
Sex

Male 25(82%)  6(18%)

Female 18 (81%) 4 (19%) >.99(2)
Admission to outcome (days), mean + SD 22.8+15.1 27.7+224  .65(1)

Comorbidities

Hypertension 28 (65%) 6 (60%) >.99(2)
Diabetes 26 (60%) 5 (50%) 71(2)
Asthma/COPD 9(21%)  2(20%) >.99(2)
Coronary disease 4 (9%) 1(10%) >.99(2)
History of malignancy 9 (21%) 2 (20%) >.99(2)
Autoimmune disease 1(2%) 0 (0%) >.99(2)
Nephropathy 22 (51%) 2 (20%) .09(2)
HIV+ 1(2%) 2 (20%) .08(2)

Thrombotic complications

History of stroke 4 (9%) 0 (0%) >.99(2)

In-hospital stroke 2 (5%) 0 (0%) >.99(2)

History of DVT 17 (50%) 2 (20%) 41(2)
Invasive ventilation 33 (77%) 2 (22%) .003(2)
Outcome

Discharged 19 (44%) 8 (80%)

Deceased 24 (56%) 2 (20%) .07(2)

(1) Mann-Whitney test; (2) Fisher’s exact test.
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Table 2: Variables and their association with the outcome among the patients.

74

Variable QOutcome Total p-Value
Discharge Death

Sex Male 12 (55) 10 (45) 22 (100) .19*
Female 15 (48) 16 (52) 31 (100)

Age, mean (SD) 57 (17) 63 (11) 60 (15) 33%*

Hospitalization ICU 19 (44) 24 (56) 43 (100) .04*

location Inpatient | 8 (80) 2(20) 10 (100)

Hospital days, mean (SD) 24.4 (20.4) 22.8(11.4) | 23.6(16.3) | .33**

Intima-media Yes 12 (39) 19 (61) 31 (100) .03*

thickening No 15 (68) 7(32) 22 (100)

Irregularity Yes 16 (55) 13 (45) 29 (100) 73*

Subendothelial No 9 (50) 9(50) 18 (100)

Presence of plaque Yes 16 (53) 14 (47) 30 (100) .69
No 11 (48) 12 (52) 23 (100)

Values in parentheses refer to percentages.

*p-value using Pearson’s chi-square test for independence.

**p-value using the Mann-Whitney test.
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Figure 1a: (a) Grayscale carotid ultrasound image of a 52-year-old man, HIV+ and COVID-19+, with no
evidence of ultrasound IMT abnormalities (arrow). (b) IMT follow-up study 12 days after the first exam,
showing increased IMT and endoluminal surface irregularity (arrow).
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Figure 1b: (a) Grayscale carotid ultrasound image of a 52-year-old man, HIV+ and COVID-19+, with no
evidence of ultrasound IMT abnormalities (arrow). (b) IMT follow-up study 12 days after the first exam,
showing increased IMT and endoluminal surface irregularity (arrow).
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Figure 2a: A 50-year-old man with COVID-19. Grayscale ultrasound images show thickened and irregular
common carotid artery (white arrows) on the longitudinal axis (a) on the 3rd day of the disease. In (b), the
vertebral artery is also diffusely thickened (white arrow), with signs of perivascular infiltration (black arrow).

In (c), there are slightly decreased perivascular inflammatory changes on 10th day, coinciding with clinical

improvement.

87x61mm (300 x 300 DPI)
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Figure 2b: A 50-year-old man with COVID-19. Grayscale ultrasound images show thickened and irregular
common carotid artery (white arrows) on the longitudinal axis (a) on the 3rd day of the disease. In (b), the
vertebral artery is also diffusely thickened (white arrow), with signs of perivascular infiltration (black arrow).

In (c), there are slightly decreased perivascular inflammatory changes on 10th day, coinciding with clinical

improvement.

87x61mm (300 x 300 DPI)
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Figure 2c: A 50-year-old man with COVID-19. Grayscale ultrasound images show thickened and irregular
common carotid artery (white arrows) on the longitudinal axis (a) on the 3rd day of the disease. In (b), the
vertebral artery is also diffusely thickened (white arrow), with signs of perivascular infiltration (black arrow).

In (c), there are slightly decreased perivascular inflammatory changes on 10th day, coinciding with clinical

improvement.

87x61mm (300 x 300 DPI)
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Figure 3a: (a) Grayscale image of carotid ultrasound of a 67-year-old man with COVID-19 showing
perivascular infiltrate near the carotid bifurcation, more prominent in planes surrounding the internal carotid
artery (black arrow). There is also a small lymph node with reactive characteristics (black arrowhead). In (b)

and (c), plaques of different sizes and echogenicity (white arrows) are shown, predominantly hypo- and
isoechoic, extending from the internal carotid and carotid bifurcation to the common carotid, which presents
diffuse and irregular intima-media thickening (white arrows). These findings are usually seen in TIPIC
syndrome.
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Figure 3b: (a) Grayscale image of carotid ultrasound of a 67-year-old man with COVID-19 showing
perivascular infiltrate near the carotid bifurcation, more prominent in planes surrounding the internal carotid
artery (black arrow). There is also a small lymph node with reactive characteristics (black arrowhead). In (b)

and (c), plaques of different sizes and echogenicity (white arrows) are shown, predominantly hypo- and
isoechoic, extending from the internal carotid and carotid bifurcation to the common carotid, which presents
diffuse and irregular intima-media thickening (white arrows). These findings are usually seen in TIPIC
syndrome.
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Figure 3c: (a) Grayscale image of carotid ultrasound of a 67-year-old man with COVID-19 showing
perivascular infiltrate near the carotid bifurcation, more prominent in planes surrounding the internal carotid
artery (black arrow). There is also a small lymph node with reactive characteristics (black arrowhead). In (b)

and (c), plaques of different sizes and echogenicity (white arrows) are shown, predominantly hypo- and
isoechoic, extending from the internal carotid and carotid bifurcation to the common carotid, which presents
diffuse and irregular intima-media thickening (white arrows). These findings are usually seen in TIPIC
syndrome.
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Figure 4a: A 50-year-old woman with COVID-19. (a) Grayscale ultrasound image and its respective
annotated image (b). Note the common carotid with diffuse intima-media thickening highlighted in pink in
(b), and signs of perivascular infiltration highlighted in orange. In (c), the vertebral artery is also thickened

(white arrow), with signs of perivascular infiltration (black arrow). On color Doppler study (d), there is
presence of thrombus in the subclavian artery.

87x76mm (300 x 300 DPI)
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Figure 4b: A 50-year-old woman with COVID-19. (a) Grayscale ultrasound image and its respective
annotated image (b). Note the common carotid with diffuse intima-media thickening highlighted in pink in
(b), and signs of perivascular infiltration highlighted in orange. In (c), the vertebral artery is also thickened

(white arrow), with signs of perivascular infiltration (black arrow). On color Doppler study (d), there is
presence of thrombus in the subclavian artery.

87x76mm (300 x 300 DPI)
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Figure 4c: A 50-year-old woman with COVID-19. (a) Grayscale ultrasound image and its respective
annotated image (b). Note the common carotid with diffuse intima-media thickening highlighted in pink in
(b), and signs of perivascular infiltration highlighted in orange. In (c), the vertebral artery is also thickened

(white arrow), with signs of perivascular infiltration (black arrow). On color Doppler study (d), there is
presence of thrombus in the subclavian artery.

87x76mm (300 x 300 DPI)
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Figure 4d: A 50-year-old woman with COVID-19. (a) Grayscale ultrasound image and its respective
annotated image (b). Note the common carotid with diffuse intima-media thickening highlighted in pink in
(b), and signs of perivascular infiltration highlighted in orange. In (c), the vertebral artery is also thickened

(white arrow), with signs of perivascular infiltration (black arrow). On color Doppler study (d), there is
presence of thrombus in the subclavian artery.

87x76mm (300 x 300 DPI)
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Figure 5: Carotid ultrasound of a 59-year-old woman hospitalized with COVID-19, showing marked diffuse
endoluminal surface irregularity (arrow).
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COVID-19 and obesity are two pandemic diseases that the world is currently facing. Both activate the
immune system and mediate inflammation. A sequence of disease phases in patients with severe
COVID-19 results in a cytokine storm, which amplifies the subclinical inflammation that already

exists in patients with obesity. Pro-inflammatory cytokines and chemotactic factors increase insulin
resistance in obesity. Therefore, a greater systemic inflammatory response is establishe, along with
an increased risk of thrombotic phenomena and hyperglycemic conditions. These changes further
impair pulmonary, cardiac, hepatic, and renal functions, in addition to hindering glycemic control in
people with diabetes and pre-diabetes. This review explains the pathophysiological mechanisms of
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these two pandemic diseases, provides a deeper understanding of this harmful interaction and lists

possible therapeutic strategies for this risk group. Arch Endocrinol Metab, 2021;65(1):3-13
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INTRODUCTION

OVID-19 (COronaVIrus Disease 2019) is caused

by the Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), and arises from the
same family of other coronaviruses responsible for acute
respiratory distress syndrome (ARDS), such as SARS-
CoV and MERS-CoV (1). It was initially described
as a respiratory tropism virus, and the occurrence
of extrapulmonary manifestations has been noted.
Cardiac, vascular, renal, gastrointestinal, cutaneous,
and neurological complications are among the reported
features (2,3).

The disease started spreading globally from
December 2019, being recognized as a pandemic
on March 11, 2020 (4). The first case in Brazil
was reported on February 25, and since then the
pandemic has spread rapidly. Most of the information
about COVID-19 in Brazil was calculated from
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data provided by several government projects and
organizations. As of October 12, 2020, there were

more than 5 million confirmed cases. The number of

deaths at the time of this writing was above 150,000.
The lethality rate in Brazil is 2.96, which is higher than
the lethality rate in other Latin American countries
such as Argentina (2.6%), Uruguay (2.23%), and
Paraguay (2.1%) (5-7).

Older adults and people of any age with certain
underlying medical conditions (such as type II diabetes
mellitus and serious heart dysfunctions) have been
identified as higher risk groups for more severe illness
(8). Obesity also plays a leading role over other highly
correlated risk factors. According to a study from the Kaiser

Permanente in Southern California (a large integrated :

healthcare organization), there is an association between

obesity and risk for death. This risk was most striking :

among those aged 60 years or younger, and in men (9).
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COVID-19 and obesity

According to the World Health Organization,
obesity is also a pandemic disease (10). The prevalence
of obesity has tripled since 1975. More than 1.9 billion
adults were overweight in 2016, of which 650 million
were obese, while another 340 million among children
and adolescents aged 5 to 19 years were overweight
or obese (11). The prevalence of obesity in Brazil
has increased 67.8% in 13 years, from 11.8% of the
population in 2006 to 19.8% in 2018 (12).

Many case series have been published around the
world reporting the association of body mass index
(BMI) with severe cases of COVID-19 (13-16). BMI
> 30 kg/m? was present in 47.5% of patients with
severe COVID-19 in a French center, regardless of age,
diabetes, or hypertension (13). Gao and cols. described
a 12% increase in the risk of severe COVID-19 for each
unit of increase in BMI (14). In the United States, where
40% of adults are obese, Petrilli and cols. conducted a
cross-sectional analysis of 4103 patients with laboratory
confirmation for SARS-COV-2, concluding that BMI >
40 kg/m? was a strong predictor of hospitalization with
an odds rato (OR) of 6.2 (15). Furthermore, higher
in-hospital mortality was independently associated
with BMI > 35 kg/m? with an OR of 3.78, as well
as between male gender and aging (16). A harmful
inverse correlation was observed in retrospective
analyses between BMI and age, in which obesity was
described as a risk factor in individuals under 60 years
of age (17,18).

The possible links between the severity of
COVID-19 and obesity are intriguing to the medical
and scientific community. This review aims to explain
the possible pathophysiological mechanisms of these
two pandemics, providing a better understanding
of this harmful interaction and a rational therapeutic
strategy for this risk group.

COVID-19 INFECTION MECHANISM

SARS-CoV-2 is a simple RNA beta-coronavirus with
5.1-day median incubation infection period and a
basic reproduction number (an indicator of the disease
transmissibility) of 3.28 (R0=3.28). It is mainly
transmitted through aerosol, droplets, and fomites.
The potential mechanism of SARS-CoV-2 invasion is
. receptor-mediated endocytosis (19).

SARS-CoV-2  requires angiotensin-converting
enzyme 2 (ACE2) receptors as well as transmembrane
protease serine 2 (TMPRSS2) for entry into epithelial

Copyright® AE&M all rights resanved
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cells (20,21). The Spike (S) protein of the coronavirus
uses the ACE2 from the human host, expressed in
alveolar epithelial cells via AT1 receptors, and other
tssues such as the heart, the endothelium, the kidney,
and the pancreas (22).

The S protein is present as a trimer in mature viruses,
with three receptor-binding S1 heads sitting on top
of a trimeric membrane fusion S2 stalk. SARS-CoV-2
S1 contains a receptor-binding domain (RBD) which
specifically recognizes ACE2 as its receptor (23,24).
The RBD constantly switches between a standing-up
position for receptor binding and a lying-down position
for immune evasion. Furthermore, the SARS-CoV-2 S
protein needs to be proteolytically activated at the S1/
S2 boundary in order to fuse membranes, such that
S1 dissociates and S2 undergoes a dramatic structural
change. These SARS-CoV entry-activating proteases
include cell surface protease TMPRSS2, and lysosomal
proteases cathepsins (24,25). The viral translation
process takes place as the viral RNA is released into the
host cytoplasm, using the host cellular machinery for
its own replication and spread (19,26,27) (Figure 1).

Coronaviruses mediate their pathogenic effects
by cytocidal and immune-related mechanisms. Cell
infection results in cytopathic effects such as cell lysis
and apoptosis. The viral complex formed through the
replication process leads to disruption of the Golgi
complexes, culminating in cell destruction (24,25,28).
The immune mechanisms will be elucidated further on.

ACE2 enzymes participate in the angiotensin
maturation, a hormone which controls vasoconstriction
and blood pressure. It acts by degrading angiotensin 2
(Ang II), the active form ofangiotensin, into angiotensin
1-7 (Ang 1-7), serving as a counterpoint to the renin-
angiotensin-aldosterone system (RAAS) and protecting
the endothelium, heart, lungs, kidneys, and intestines
against tissue damage (29) (Figure 2).

Thus, COVID-19 causes an imbalance of RAAS as its
entry into cells leads to internalizing ACE2, decreasing
its expression on the cell surface. This suppression makes
the infected host more susceptible to tissue damage which
is stimulated by the vasoconstrictive, pro-oxidative, and
pro-inflammatory action of Ang II (29,30).

COVID-19 is classified into three stages according
to the clinical presentation of the disease. The viral
replication occurs in phase I. Patients may not manifest
symptoms or only present flu-like symptoms such
as fever, fatigue, coughing, anosmia, odynophagia,
and/or even gastrointestinal manifestations. About

Arch Endocrinol Metab. 2021:65/1



80% of patients remain in this phase, with the disease
being self-limited and benign. However, more
serious manifestations such as ARDS (phase II or
hyperinflammatory) may appear in about 15% of those
infected, while there is a need for ventilatory support
and intensive care (phase III — critically ill patients)
in 5% of patients (31). Phase III is characterized by a
state of pro-inflammatory hypercytokinemia, called a
“cytokine storm” (32).

IMMUNE RESPONSE AND CYTOKINE STORM

Innateand adaptiveimmunity isstimulated after the virus
enters the cell. The former includes Natural Killer (NK)
cells producing several pro-inflammatory cytokines and
chemoractic factors such as type I interferons (IFN1),
gamma interferon (IFN-y), tumor necrosis factor-alpha
(TNF-«) and interleukins (IL) -1, -6, -8, -12, -15 and
-18. On the other hand, the adaptive immune response
involves a more specific attack on the virus, recruiting
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CD4+ and CD8+ T lymphocytes, being responsible for
the immune memory (19).

Additionally, in severe COVID-19 there is
a dysfunction of NK cells and a reduced IFNI
production, which is the main inducer of the antiviral
response (19,29); there is also excessive recruitment and
uncontrolled activation of infiltrating pro-inflammatory
cells  (neutrophils and  monocytes-macrophages).
McGonagle and cols. suggest that this cytokine storm
is caused by the high viremia of SARS-CoV-2 due to a
weak immune response at the onset of the disease (32).

The presence of the virus in the pulmonary alveoli
and the release of cytokines lead to a loss of epithelial
cells and pneumocytes with a subsequent decrease
in surfactant, which in turn induces an increase in
the alveolar surface tension and the collapse of these
structures. As a result, the alveolar cavities are filled with
cellular remnants of inflammation and exudate which
is aggravated by the increase in cellular permeability
caused by Ang IT overload (33).
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Figure 1. Coronavirus replication cycle.
Created by BioRender.com
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Figure 2. Deregulation of the renin-angiotensin-aldosterone system in COVID-19.

The justaglomerular cells of the afferent arterioles of the nephrons release renin which will convert angiotensinogen into angictensin |. Then, this molecule is converted into angiotensin Il (Ang I1)
through the action of the angiotensin-converting enzyme 1 {ACE), which is complex with its AT1 receptor (AT1R), leading to a pro-inflammatory, pro-oxidative and pro-fibrotic environment. ACE2
converts angictensin | and Ang Il to Ang 1-7, which produces contrary effects to Ang Il when it binds to the Mas receptar (MAS R). A reduction or inhibition of ACE2 is observed in COVID-19 due to
the binding of SARS-CoV-2 on the cell surface, leading to mare severe pro-inflammatory reactions and more extensive tissue damage.
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Necropsy studies reveal lymphocytic endotheliitis
in the lungs, heart, kidney, and liver, as well as the
presence of cellular necrosis, microthrombi, pulmonary
intussusceptive angiogenesis, and other pulmonary
vascular features in the lungs. In addition, a postmortem
histology series demonstrated that SARS-CoV-2
may directly act in endothelial cells, with evidence of
endothelial and inflammatory cell death. Furthermore,
the microthrombotic pulmonary angiopathy related
to SARS-CoV-2 may end up in a state of alveolar
hypoperfusion (33-36).

The disease progression leads to dyspnea, hypoxia,
and classic “ground glass” images on the periphery
of the lungs. These manifestations are not specific to
COVID-19, as other viral pneumonia (influenza and
cytomegalovirus) can also trigger them (34).

The hyperinflammatory phase is marked by
laboratory changes such as high levels of C-reactive

protein, procalcitonin, ferritin, and D-dimer, with
the latter probably being related to the extensive
pulmonary microthrombosis (32-34). The increase
in circulating macrophages and the hypersensitivity of
CD4+ T cellsincrease the IL and TNF-a levels, as well
as the granulocyte-macrophage colony-stimulating
factors, which leads to calling for even more
leukocytes, thus maintaining the hypercytokinemia
state (31,34).

This profile is similar to Macrophage Activation
Syndrome (MAS), in which an excess of cytokines
occurs due to inadequate macrophage elimination,
featuring persistent fever, cytopenias, liver dysfunction,
and disseminated intravascular coagulation. However,
unlike in MAS, respiratory failure and atypical
pneumonia are in COVID-19,
in addition to hypercoagulability, multiple organ
dysfunction, and sepsis (32).

more common
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All of these systemic repercussions are characteristic
of the severe form of COVID-19, and are more
prevalent in at-risk populations as described above (37).
Thus, it is important to understand the relationship
between SARS-CoV-2 infection and obesity.

OBESITY AND RISK OF SEVERE COVID-19

Overweight and obesity are related to immune
system dysfunction, chronic systemic inflammation,
insulin resistance, pulmonary, cardiac, and endothelial
structural and functional impairment, prothrombotic
abnormality, in addition to liver and kidney dysfunction.
All of these abnormalities confer a higher risk of
developing severe COVID-19 (38).

It is noteworthy that the typical primary increase
in the inflammatory response of obesity may be a
contributing factor to the hypernnflammatory state
observed in severe COVID-19 (39). In addition,
adipose tissue was identified as a potential target and a
viral reservoir due to increased ACE2 expression (40).

The occurrence of immunological dysfunction with
a greater predisposition to infection and mortality from
sepsis is described among patients with obesity (41).
It is well known that fat accumulation, mainly ectopic
accumulation, favors developing inflammation in
adipose tissue. This occurs due to an inflammatory
state being created with a higher level of
inflammatory cytokines, such as IL-6, IL-8, monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1/CCL2), leptin,
and plasminogen activator inhibitor-1, and a reduction
of adiponectin, an anti-inflammatory adipocytokine.
This scenario leads to an increase in recruitment of
macrophages (42-44).

Adaptive immunity is also affected in obesity due
to a decline in CD4-T cells, as well as an imbalance
of CD4-T helper cells. Peripheral counts of CD4
and CDS8-T cells are similarly low in patients with
COVID-19, which is demonstrated as lymphopenia,
a surrogate marker of severe COVID-19, albeit
with a higher ratio of pro-inflammatory Thl7 cells
(39,40,45).

As a consequence, the proportion berween pro-
inflammatory and anti-inflammatory cytokines becomes
unbalanced, promoting endothelial dysfunction and
increased arterial stiffness. This state of endothelial
dysfunction is characterized by decreased nitric oxide
production and increased reactive oxygen species
production, amplifying the vascular damage (39).

Arch Endocrinol Metab. 2021:65/1
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Obesity and insulin resistance

Obesity, notably visceral adipose tissue, leads to insulin
resistance which results in increased liver production
and reduced peripheral glucose uptake, especially in
muscle and adipose tissues (45). This also stimulates
lipolysis and creates an inflamed and hyperglycemic
environment (46).

Adipose tissue is dynamic and interacts with insulin
sensitivity and metabolic control, blood pressure status,
vascular regulation, and angiogenesis. ACE2 receptors
are also expressed in various tissues such as skeletal
muscle, endothelium, adipose tissue, and f-pancreatic
cells (47).

ACE2 plays an important role in insulin sensitivity
through angiotensin 1-7 production (48) (Figure 2).
Ang II is believed to reduce the action of glucose
transporter 4 membrane receptors on muscle in animal
models, decreasing the entry of glucose into the cell.
Ang I1 also alters the adipogenesis, increasing in number
and accelerating the differentiation of adipocytes in
visceral tissue (49).

SARS-CoV-2 acts deregulating RAAS while using
ACE2 receptor as a ligand. The result is an exacerbation
of the aforementioned energy metabolism abnormalities
in people with obesity and with or without diabetes
(50,51).

Respiratory function in obesity

The lung is an organ that produces inflammatory
mediators, and it is not uncommon for patients
with  obesity to present atopy and bronchial
hyperresponsiveness with a greater predisposition to
bronchial asthma and pulmonary infections (52).

It is also noteworthy that obesity promotes venous
stasis in the lower limbs and chronic venous insufficiency
contributing to venous thromboembolism, which
provides a greater risk of pulmonary embolism,
especially in association with immobility (53).

Patients with obesity are at a higher risk of
developing serious pulmonary complications with
COVID-19, such as greater chance of requiring oxygen
therapy, intubation, and mechanical ventilation (54), in
addition to higher in-hospital mortality, occurring in
as many as 88.1% of those who required mechanical
ventilation (55).

The increased risk of severe COVID-19 in
people with obesity is related to a set of structural,
infllammatory, macro- and microcirculatory factors,
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and also to more complex hospital care (31). Ectopic
fatty accumulation in the thoracic and diaphragmatic
muscles could lead to decreased muscle function, less
thoracic expansion, and increased respiratory effort,
which, in turn, impairs gas exchange and leads to
consequent respiratory dysfunction (52). However, the
literature suggests that ectopic accumulation of lipids

can appear in cells of the pulmonary alveolus in states of

overnutrition, resulting in ultrastructural abnormalities
and altered surfactant production (56). Moreover,
SARS-CoV-2 may act directly on the endothelium and
cause a diffuse endotheliitis with consequent alveolar
thrombotic microangiopathy (28,29,57,58).

Another aggravating factor present in patients with
obesity is the difficulty to implement the prone position.
This life-saving measure in patients with ARDS improves
the ventilation/perfusion ratio and arterial oxygenation
by using the effects of gravity and repositioning the heart
in the chest, improving respiratory system mechanics
and alveolar ventilation (59).

Cardiac function and hypertension in obesity

Obesity produces hemodynamic changes which
contribute to developing structural and functional
cardiac abnormalities. These changes can cause heart
failure (HF), even in the absence of other comorbidities
such as hypertension and coronary artery disease
(CAD). HF related to severe obesity is called “obesity
cardiomyopathy” (37).

Direct and indirect mechanisms are associated with
the development of cardiomyopathy due to obesity.
Inflammatory mediators produced by adipose tissue
are direct mechanisms of cardiac dysfunction and
hypertension, while diabetes and CAD are among
indirect mechanisms.  Inflammation  and
resistance with hyperinsulinemia are the main baseline
changes in obesity which trigger a series of harmful
events, culminating in damage to the cardiovascular
system (60).

In addition to endocrine factors in people with
obesity, hypertension 1s aggravated by its multifactorial
nature with errors in cating habits and genetics (56).
Each 5 kg/m? increase in BMI results in an increase
of 5 mmHg in systolic blood pressure and 4 mmHg in
diastolic blood pressure (61).

Regarding COVID-19, SARS-CoV-2 further
exacerbates the deleterious effects of obesity on the
cardiovascular system since itactson ACE2 by deregulating
3 RAAS through direct action on myocardial and

insulin
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endothelial cells, causing inflammation and cell apoptosis.
It also leads to a state of systemic hyperinflammation
and hypercoagulability. Increased myocardial injury
biomarkers such as troponin and brain natriuretic peptide
have been described in the severe form of COVID-19,
and are markers of higher mortality (40).

Acute cardiac injury is the most reported
cardiovascular abnormality in COVID-19, with an
average incidence of 8-12% (62). Clinical features of
acute myocardial injury are elevated serum troponin
level, arrhythmias, and ST-segment elevation and/or
depression on the electrocardiogram in the absence of
obstructive CAD (63).

Autopsies performed on three COVID-19 patients
revealed that the main cardiac findings are cardiomegaly,
individual  cardiomyocyte  injury,  lymphocytic
epicarditis/pericarditis, and lymphocytic myocarditis. It
is noteworthy that all three subjects autopsied were men
with obesity (BMIs of 33.8, 51.65, and 35.2 kg/m?)
and had evidence of chronic heart disease (hypertensive
left ventricular hypertrophy, dilated cardiomyopathy,
and hypertrophic cardiomyopathy) (64).

Obesity and its relationship with pre-diabetes and
diabetes

Obesity increases the risk of pre-diabetes and diabetes,
and all of these morbidities increase susceptibility to
hyperinflammation and the cytokine storm syndrome
in COVID-19 (65). Guan and cols. showed that
approximately 7% of patients with COVID-19 generally
had diabetes as a comorbidity. However, the prevalence
of diabetes was almost three times higher in patients
with severe COVID-19 (16.2%) compared to those
with the non-severe disease form (5.7%) (66).

The hyperglycemic environment can interfere with
immunity, making the entry of SARS-CoV-2 more
efficient and decreasing viral clearance by reducing
T cell function. The Dipeptidyl Peptidase-4 (DPP-4)
expressed in many tissues deserves some attention in
coronavirus infection. The DPP-4 serves as an entrance
mechanism for MERS-CoV in human cells, although
there is still no evidence for SARS-CoV. However,
inhibition of DPP-4 is an important treatment strategy
for the treatment of type 2 diabetes and is under
investigation (67).

Patients with diabetes have multiple associated
comorbidities such as hypertension and high
cardiovascular risk (66), as well as non-alcoholic fatty
liver disease (NAFLD) (68).
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Advanced stages of NAFLD are related to greater
insulin resistance, mainly mediated by inflammatory
pathways, possibly accelerating progression to cirrhosis
in people with pre-diabetes and diabetes. Furthermore,
the presence of steatohepatitis is associated with death
from cardiovascular disease (69).

Zheng and cols. suggested that obesity and NAFLD
may worsen the severity of COVID-19 by gathering
data from three reference hospitals. The sample included
214 patients (mean age 47 years and 74% female) with a
mean BMI 0f22.7 + 2.1 kg/m? (non-obese group) and
28.3 + 3.2 kg/m? (obese group). The association of
COVID-19 and obesity increased the risk for the severe
form of the disease by up to three times, while this risk
was six times greater in the presence of NAFLD (68).

Moreover, new-onset diabetes as well as severe
diabetes-associated complications such as ketoacidosis
and hypernatremia have been described in COVID-19
discase, and are under investigation by the CovDIAB
project to address a potential diabetogenic effect of
COVID-19 (67,70).

Obesity and kidney disease

The link between obesity and chronic kidney discase
(CKD) can be explained by sharing pathophysiological
pathways (such as chronic inflammation, increased
oxidative stress, and hyperinsulinemia) and by risk
factors and associated diseases (insulin resistance,
hypertension, and dyslipidemia). Obesity aggravates
hypertension, activating the RAAS and the sympathetic
nervous system at the adipocyte level, thus culminating
in vasoconstriction, as well as salt and water retention.
The association of obesity with other pathologies such
as diabetic nephropathy, hypertensive nephrosclerosis,
and segmental and focal glomerulosclerosis also
amplifies kidney damage (71).

Although the pathogenesis of kidney failure in
severe COVID-19 is not yet fully understood, data
suggest that complications may be mediated by
high concentrations of pro-inflammatory cytokines,
including IL-6 and coagulation disorders, which lead
to thrombosis. Coagulopathy contributes to acute
kidney injury in patients with COVID-19. Reports
of hypercoagulability in dialysis filters are described in
the disease series. Endotheliitis, angiogenesis, fibrin
and microthrombi were also found in an autopsy of
a transplanted kidney, possibly causing acute kidney
damage in this patient (26,28,72).
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PREVENTIVE AND THERAPEUTIC APPROACHES

There are nearly 135 vaccines against SARS-CoV-2
under development in the world to date, 42 of which
are in human clinical trials. However, none of these are
authorized forapplication in large populations, although
it is expected that at least one effective vaccine might
be licensed by 2021 (73). This will be fundamental
for potent control of horizontal transmission, but
also tuture studies may be needed to understand how
obesity, hyperglycemia, and hyperinsulinemia might
affect their efficacy (74,75).

Patients with obesity have been reported to have
impaired development of immunological memory when
vaccinated against tetanus, hepatitis A and B, rabies,
and influenza (76). Regarding the influenza vaccine,
reports show that antibody titers wane rapidly in these
individuals during the first-year post-vaccination when
compared to non-obese. Obesity may also be related
to a higher risk of influenza-like illness as a response,
reinforcing the need for including BMI as a variable in
trials evaluating vaccine safety and effectiveness (76).

In the meantime, lifestyle changes such as wearing
masks, social distancing, and reinforcing personal
hygiene are recommended for preventing COVID-19
(74). It is also essential for people with obesity to
incorporate behavioral measures such as regular physical
exercise and to adopt a balanced diet enriched with
fruits and vegetables (75). Diets with higher protein
content and lower glycemic index can be effective and
should be considered for individuals with diabetes
(56,77).

Modest changes in diet may produce benefits to
help control the inflammatory response in COVID-19
(75). Clinically achievable weight losses of about 5%
or even 10% can improve insulin resistance and liver
fibrosis in individuals with obesity, in addition to
reducing outcomes like cardiovascular events and
mortality (78,79).

However, there is no magical number for this weight
loss, nor any data regarding this recommendation and
its impact on either infection susceptibility or severity
(79). Rather than a “solution” to obesity, these changes
may be seen asa “controlled obesity” status, as suggested
by Halpern & Mancini, and future COVID-19 studies
should consider voluntary weight loss as a potential
factor for reduced health risks, even if their BMI is
not considered “normal” yet (79). Another concern
is that these diet modifications must be guided by
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professionals, as the pandemic’s psychosocial effects on
cating behaviors are still unknown, potentially leading
to aggravation of eating disorders (80).

Moderate- to vigorous-intensity acrobic exercises are
also related to immunological benefits, mostly associated
with the release of potent anti-inflammatory cytokines
and to decrease of toll-like receptors (TLRs) expression,
which are signals for macrophage recruitment and
producing of pro-inflammatory cytokines (81). This
could be even more helpful for individuals living in a
chronic inflammatory status, such as those who have
obesity and/or diabetes. Therefore, exercise could
enhance long-term response to a vaccine, lower the risk,
duration, and severity of the infection, and optimize lung
function, avoiding uncontrolled lung inflammation (81).

Furthermore, postponed bariatric surgeries during
the pandemic, as well as the follow-up of recently
operated patients, might have provoked serious harm
for these individuals (70). These surgeries have been
related to reduced rates of diabetes, cardiovascular
mortality, and cancer, which may also be helpful to avoid
severe forms of COVID-19 (82). Hence, metabolic
and weight monitoring should be maintained while
waiting for the resumption of elective surgeries, and a
consensus for prioritizing criteria should be established
in order to lessen damages (70).

Regarding potential treatment options for
COVID-19, non-pharmacological strategies in the
first phase of COVID-19 (asymptomatic or mildly
symptomatic individuals) are provisional and eftective
measures as specific drugs are still not available. Early
case identification and isolation, rigorous glucose
monitoring, and dose adjustment of antidiabetic
drugs might be the best approaches to lessen adverse
outcomes such as hypoglycemia, which might occur as
a result of possible drug interactions with SARS-CoV-2
pathophysiology (74,83).

Despite this, no hypoglycemic medications except
for insulin have had safety studies conducted for
diabetes treatment in COVID-19, although some drugs
are being tested in ongoing clinical trials (83-85).

Regarding the use of antihypertensive drugs such
as ACE inhibitors (ACEi) and angiotensin receptor
blockers (ARBs), and despite initial concerns that
they could lead to a more aggressive presentation, a
recent randomized multicenter trial named BRACE
CORONA has shown that stopping these drugs does
not reflect clinical benefit for those patients, so they
should be maintained if indicated (86,87).
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A hyperinflammatory state takes place in COVID-19
phase II with broader pulmonary involvement and
hypoxia. The use of corticosteroids has been suggested
for patients receiving respiratory support after findings
in the RECOVERY study associated a dose of 6 mg/
day of dexamethasone with reduced mortality and
reduced necessity for mechanical ventilation (88).

Full anticoagulation in confirmed cases or with
strong clinical suspicion of venous thromboembolism
is already recommended, as well as prophylaxis for
hospitalized patients (89). Prophylactic anticoagulation
has also been considered at the disease phase I and
after hospital discharge, taking into account the
hypercoagulable state presented in COVID-19, as well
as the anti-inflammatory eftect of heparin (90).

Finally, oxygen supplementation measures, the
prone position, and intensive care unit admission with
ventilatory and hemodynamic support are adopted
in phase III. Dialysis and extracorporeal membrane
oxygenation may also be necessary in very severe
patients (35).

CONCLUSIONS

COVID-19 and obesity are two pandemics which are
capable of provoking fearful results when coinciding,.
Considering all the aspects discussed in this review,
strategies to combar obesity are urgent. Several non-
pharmacological and pharmacological measures are
part of the therapeutic arsenal of obesity and its
complications. Clinical treatment for severe COVID-19
is still challenging and developing specific treatments
is neceded. The best treatment while waiting for the
vaccine is perhaps one which includes therapies to
improve the metabolic and cardiovascular conditions
of these patients in order to prevent the worsening of
both diseases.
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ANEXO D — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
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HC/UFPE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: IMPACTO DA OBESIDADE NA EVOLUGAO DA COVID-18 GRAVE
Pesquisador: Simone Cristina Scares Brandao

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 34736620.6.0000.8807

Instituicao Proponente: EMPRESA BRASILEIRA DE SERVICOS HOSPITALARES - EBSERH
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.165.300

Apresentacao do Projeto:

Embora muitos aspectos da doenca ainda néo foram elucidados, o pior prognostico da COVID-19 esta
intimamente relacionado a faixa etaria avangada e a presenca de comorbidades. A cbesidade e a sindrome
metabdlica tém sido associadas a quadros graves, inclusive em pacientes jovens, cbservando-se aumento
da admissao hospitalar e de cuidados intensivos.

A obesidade esta associada a um estado de inflamacdo cronica e depressaoc da imunidade. Dessa
maneira, pode-se sugerir que a cbesidade atua como fator de risco independente para quadros graves de
COVID-19.A hipbtese do estudo & que ha associagdo entre cbesidade e pior prognostico de pacientes com
COVID-18.

Trata-se de estude prospectivo, analitico, observacional, multicéntrico em que serac estudados
pacienteshospitalizades com COVID-19 nos servicos do HC-UFPE, IMIP, HBL e HAM e comparados
desfechosclinicos, laboratoriais e de imagem (radiologicos e de ultrasonografia) de acordo com a presenga
ou nao decbesidade. Também havera uma parte retrospectiva, onde serdo acessadas infomacdes em
prontuario dospacientes que foram hospitalizados nas instituicées participantes.

Critérios de inclusao

Pacientes adultos (a partir de 18 anos) admitidos com quadro respiratério nas unidades terapia intensiva ou
enfermarias devido a COVID-19.

Endereco: Av. Prod M Rego, SN, 3" andar do prédo princpal (enfermarnas)

Bairro: Cidade Universitdna CEP: 50670-901

UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone: (81)2126-3743 E-mail: cephoutpe@gmad.com

Plgina 09 de 06



101

'UFPE - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA UNIVERSIDADE w
FEDERAL DE PERNAMBUCO -

HC/UFPE

Corfiruagdo do Parocer: 4165300

Pacientes com diagnéstico clinico de acimulo excessivo de gordura, enguadrando-se no critéric de
sobrepeso (IMC>25kg/m2) e obesidade (IMC>30kg/m2).

Nao esta claro se serao incluidos pacientes nac cbesos peis nas premissas consta a comparagao entre
individuos obesos e naoc obesos.

Critérios de exclusdc

Pacientes com gquadre comprovado de outras doengas inflamatorias ou infecciosas pulmenares nao
associados a pneumoni viral por SARS-CoV-2; Gestantes: Pacientes mencres de 18 anos.

Serao analisados:

Sinais vitais admissionais e no seguimento do paciente

Dados clinicos e de comorbidades

Uso de medicacao

Marcadores bioguimicos hematicos de inflamagao

Gasometria arterial @ exames bioquimicos de sangue

Exames de imagem - ultrasonografia de abdome e para avaliagcao do Complexo Médio Intimal de carotidas e
tomografia computerizada de torax

Escores prognésticos.

A maicria dos exames & realizada de rotina no atendimento de pacientes a serem incluidos.

Os autores declaram que pretendem estudar 100 pacientes (metade internados em enfermaria e metade em
UTI) mas que nac ha calculo amostral pois a duragao da coleta de dados por um ano a partir do inicio da
pesquisa & o marco definidor da amostra.

Objetivo da Pesquisa:

Geral

Avaliar o impacto da obesidade na evolucao clinica de pacientes com quadros graves de COVID-1¢

Especificos

Avaliar se a obesidade & um fator de risco independente de morte na COVID-13.

Associar o grau do IMC com desfechos clinicos, tipo morte, necessidade de ventilagdo mecanica,
hemcdialise, uso de drogas vasoativas, insulina e eventos tomboembaélices, em pacientes com COVID-18
hospitalizados.

Correlacionar a gravidade e a evolugao da SRAG nos pacientes obesos com COVID-19 através de dados
clinicos, laberatoriais e de imagem.
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Avaliar associacao de disfunces orgénicas nos pacientes obesos com COVID-19 através do calculo de
escores de gravidade como o Simplified Acute Physiology Score Il (SAPS3) e o Sequential Organ Failure
Assessment (SOFA).

Correlacionar os achados clinicos, laberatoriais e os escores (ISTH escore e o H-escore) com ¢ estado
préinflamatorio e pré-coagulante da infeccao por COVID-19 e sua relagao com a obesidade visceral.
Demonstrar, atraves de exames de imagem e laboratoriais, possiveis correlagoes envolvendo a deposicao
de gordura visceral e subcutanea com quadros graves de COVID-19.

Caracterizar, através de tomografia computadorizada e ultrassonografia, a presenca de possiveis alteragoes
abdominais relacionadas a COVID-18, incluindo manifestagées hepaticas, biliares, linfaticas e de
alcasintestinais, bem como derrames cavitarnios e outros possiveis achados e comparar a frequéncia destas
alteracbes de acordo com o IMC.

Correlacionar os achados tomograficos de SRAG de acorde com as fases da COVID-19.

Sugerir protocolos e outras ferramentas que possam incluir os avangos tecnologicos em prol de tomar mais
facil, precoce e exato o diagndstico das patologias envolvidas.

Estabelecer o perfil socicdemegrafico dos pacientes internados em unidades de terapia intensiva/enfermaria
com COVID-18.

Avaliar através de exames laboratoriais as caracteristicas da coagulagao dos pacientes obesos com COVID-
19.

Avaliagcao dos Riscos e Beneficios:

Riscos

Serao analisados os dados referentes as aquisicoes de imagem e exames laboratoriais ja previamente
solicitados pelo médico assistente no manejo clinico, além de dados de prontuarios. A ultrassonegrafia
oferecida aos pacientes que aceitarem participar do estudo prospectivo é considerada inbcua e ndo utiliza
radiagao. Os pacientes envolvidos nac serac expostos a riscos pela equipe de pesquisa.

Beneficios para os individuos
A participagao no estude ajudara no desenvelvimento de novos conhecimentos, que pederao eventualmente
beneficiar o paciente e outras pessocas no futuro.
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Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Nenhum

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Nenhuma

Recomendacoes:
Nenhuma

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Nenhuma

Qo

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquive Postagem Autor Situagao
Informacoes Basicas|PB_INFORMACOES _BASICAS DO _P | 16/07/2020 Aceito
|do Projeto ROJETO 1588292 pdf 13:49:44
Outros CARTARESPOSTA.pdf 16/07/2020 |Simone Cristina Aceito
13:47:15 | Socares Brandao
TCLE / Termos de  |TCLEIMPACTOCOVIDajust.doc 16/07/2020 |Simone Cristina Aceito
Assentimento / 13:46:10 |Soares Brandao
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhade / |PROJETOIMPACTOCOVIDajust.doc 16/07/2020 |Simone Cristina Aceito
Brochura 13:42:03 |Soares Brandao
igador
Outros ANUENCIARADIOHC .pdf 16/07/2020 |Simone Cristina Aceito
13:41:22 |Socares Brandao
Outros FormularicEBSERH.doc 07/07/2020 |Simone Cristina Aceito
12:24:35 |Soares Branddo
Outros Cartade apresentacacCOVIDSIMONE.pd| 07/07/2020 |Simene Cristina Aceito
{ 12:23:45 1Soares Brandao
Outros FICHADEPESQUISA.docx 07/07/2020 |Simone Cristina Aceito
12:20:13 | Soares Brandao
Outros FORMULARIOUSG.docx 07/07/2020 |Simone Cristina Aceito
12:18:44 a
Outros cartaSAMEsimoneassinada.pdf 07/07/2020 |Simone Cristina Aceito
12:16:51 _|Scares Brandao
Outros TERMODECOMPROMISSOSIMONE.pd| 07/07/2020 |Simone Cristina Aceito
f 12:13:25 |Soares Branddo
Qutros Termodecompromissoeconfidencialidad | 07/07/2020 |Simone Cristina Aceito
eCOVID. pdf 12:11:25 | Soares Brandao
Outros ANUENCIAHAM.pdf 07/07/2020 |Simone Cristina Aceito
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Outros ANUENCIAHAM.pdf 12:09:38 |Soares Brandao Aceito

Outros ANUENCIAHBL.pdf 07/07/2020 |Simone Cristina Aceito
12:08:31 _|Scares Brandao

Outros ANUENCIAIMIPCOVID .pdf 07/07/2020 |Simone Cristina Aceito
12:07:56 a

Outros ANUENCIAUTIHC. pdf 07/07/2020 |Simene Cristina Aceito
12:07:14 | Soares Brandao

Outros ANUENCIAENFERMARIAHC. .pdf 07/07/2020 |Simone Cristina Aceito
12:06:37 _|Soares Brandao

Folha de Rosto FOLHADEROSTOassinada.pdf 07/07/2020 |Simone Cristina Aceito
12:05:37 _|Scares Brandao

Outros curriculoEsdras.pdf 03/07/2020 |Simone Cristina Aceito
00:52:20 |Soares Brandao

Outros lattesGabriela.pdf 03/07/2020 |Simene Cristina Aceito
00:50:59 | Soares Brandao

QOutros lattes Gustavo.pdf 03/07/2020 |Simone Cristina Aceito
00:49:54 |Scares Brandao

Outros lattesJulia. pdf 03/07/2020 |Simone Cristina Aceito
004919 | 2

Outros lattes Thais.pdf 03/07/2020 |Simone Cristina Aceito
00:48:55 |Scares Brandao

Qutros lattesLucia.pdf 03/07/2020 |Simone Cristina Aceito
00:4829 |S a

Qutros lattesVane ssa.pdf 03/07/2020 |Simone Cristina Aceito
00:47:46 _|Soares Brandao

Qutros lattesEmmanuelle.pdf 03/07/2020 |Simone Cristina Aceito
00:42:56 a

QOutros lattesAlice.pdf 03/07/2020 |Simone Cristina Aceito
00:42:29 _|Socares Brandao

Outros lattes Simone.pdf 03/07/2020 |Simone Cristina Aceito
00:38:46 |Scares Brandao

Outros lattesCamila.pdf 03/07/2020 |Simone Cristina Aceito
00:38:17__|Scares Brandao

Situacao do Parecer:

Aprovade

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao
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Bairro: Cidade Universitdna

UF: PE

Municipio: RECIFE

Telefone: (81)2126-3743

CEP: 50670-901

E-mail:

cepheulpe @gmad com

Plgina (5 ge 06

104



105

'UFPE - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DE PERNAMBUCO - ‘&

HC/UFPE

Corfiruagdo do Parocer: 4165300

RECIFE, 21 de Julho de 2020

Assinado por:
José Angelo Rizzo
{Coordenador(a))
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