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RESUMO

Introducao: O conhecimento da fisiopatologia da COVID-19 é extremamente importante,
tanto na fase aguda da infecgdo como a longo prazo. A disfungéo endotelial pode
ocorrer em infecgbes graves e tem papel progndstico, cabendo ser investigada na
COVID-19. A avaliagao da microcirculagdo cutanea através do laser Doppler, um
método ndo invasivo e acessivel, torna-se especialmente util para essa finalidade.
Objetivo: Avaliar a fungdo endotelial microvascular de pacientes em fase aguda
da COVID-19 e a longo prazo apés a recuperagao do quadro infeccioso. Métodos:
Avaliados prospectivamente, num hospital cardiolégico quaternario, pacientes infectados
pelo virus SARS-CoV-2, submetidos a analise da fungdo microvascular sistémica
dependente de endotélio, através da fluxometria laser Doppler (do inglés Laser Doppler
Perfusion Monitoring, LDPM). Foram registrados o fluxo basal e apds hiperemia
térmica local (LTH). Uma segunda avaliagdo com LDPM foi realizada apés 12-15
meses da data da primeira avaliagdo. Um grupo-controle de voluntarios saudaveis
foi usado como referéncia para a comparacao da reatividade microvascular. Na fase
aguda da infecgao, foram analisados exames laboratoriais. No seguimento de longo
prazo, foi repetida a medida de PCR sérica. Dados clinicos foram obtidos no prontuario
médico. Os grupos foram estratificados em: COVID-19 grave (S-COVID) os casos que
desenvolveram sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA) com necessidade
de terapia intensiva; e COVID-19 leve a moderada (M-COVID) definido com base
em sintomas clinicos menos graves (febre baixa, tosse, desconforto respiratério), sem
evidéncia de SDRA e sem necessidade de internagdao na UTIl. Resultados: Em 47
pacientes internados na fase aguda da COVID-19, a avaliagao do fluxo microvascular
e reatividade mostrou que a resposta vasodilatadora microvascular de pico induzida
por LTH foi marcadamente diminuida em ambos os grupos de pacientes (M-COVID,
p=0,001; S-COVID, p<0,0001) em comparagédo com o grupo de voluntarios saudaveis.
Os aumentos percentuais no fluxo microvascular, desde a linha de base até o pico
de fluxo durante a LTH, foram significativamente reduzidos em ambos os grupos de
pacientes (M-COVID, p<0,0001; S-COVID, p<0,0001) em comparagdo com o grupo
de voluntarios saudaveis. A vasodilatacdo microvascular dependente do endotélio
induzida por LTH aumentou significativamente apds a recuperagao, quando comparada
com os valores obtidos durante a fase aguda da COVID-19. As areas sob as curvas de
vasodilatagdo aumentaram significativamente apos a recuperagdo: 103.901£39.114
vs. 62.240+31.823 APU (p=0,0006). O fluxo microvascular médio durante LTH
também aumentou significativamente apds a recuperagao: 116,5 (96,5-144,5) vs. 84



(61,2-140,5) APU (p=0,01). Conclusodes: Pacientes com COVID-19 apresentaram
disfungcao endotelial microvascular sistémica na fase aguda da doencga, com melhora
das respostas vasodilatadoras dependentes do endotélio no seguimento de 12 a
15 meses apos a infecgdo. Na fase aguda, a resposta vasodilatadora microvascular
de pico induzida por LTH foi marcadamente diminuida nos pacientes COVID-19 em
comparagao com o grupo de voluntarios saudaveis. Na fase tardia, a avaliagado da
reatividade microvascular dependente do endotélio mostrou que a vasodilatagao
induzida pela LTH aumentou significativamente apds a recuperagdo em comparagao
com os valores obtidos durante a fase aguda da COVID-19. Individuos com sintomas
tardios (12 a 15 meses apos a infecgdo) ndo apresentaram diferenga da resposta
microvascular dependente do endotélio quando comparados aos assintomaticos.

Palavras-chave: COVID-19; Fluxometria por /[aser-Doppler; Microcirculacao;
Endotélio vascular.



ABSTRACT

Introduction: Understanding the pathophysiology of the COVID-19 infection is
important both for the acute phase and for long term complications. Endothelial
dysfunction can occur in severe infections and has a prognostic role, that should
be investigated in COVID-19. The assessment of cutaneous microcirculation can
be used as a method of evaluating endothelial dysfunction through a non-invasive
and accessible method for this purpose. Objective: To assess the presence of
endothelium-dependent alteration of systemic microvascular function in cardiac
patients in the acute phase of Covid-19 infection and in the long term after recovery
from infection. Methods: Patients infected with the SARS-CoV-2 virus, who
underwent percutaneous analysis of endothelium-dependent systemic microvascular
function using laser Doppler flowmetry, were prospectively evaluated in a single
center. Basal and post-local thermal hyperemia (LTH) flows were recorded. A second
LDPM assessment was performed after 12-15 months from the date of the first
assessment. A control group with healthy volunteers was recruited for comparison
of the results. During the acute phase of the infection, clinical and laboratory data
were collected together with microvascular analysis. For long term follow-up, PCR
was measured again. The groups were divided into: severe COVID-19 (S-COVID)
cases that developed ARDS requiring intensive care, and mild to moderate cases
(M-COVID) generally defined on the basis of less severe clinical symptoms (low-
grade fever, cough, discomfort), no evidence of ARDS and no need for ICU
admission. Results: In 47 patients hospitalized in the acute phase of COVID-19,
assessment of microvascular flow and reactivity showed that the LTH-induced
peak microvascular vasodilator response was markedly diminished in both patient
groups (M-COVID, p=0.001; S-COVID, p<0.0001) compared to the group of healthy
volunteers. Percentage increases in microvascular flow from baseline to peak
flow during LTH were also significantly reduced in both patient groups (M-COVID,
p<0.0001; S-COVID, p<0.0001) compared to the group of healthy volunteers. LTH-
induced endothelium-dependent microvascular vasodilation increased significantly
after recovery when compared to values obtained during the acute phase of
COVID-19. Areas under vasodilation curves increased significantly after recovery:
103,901 + 39,114 vs. 62,240 + 31,823 APU/mmHg/s (p=0.0006). Mean microvascular
flow during LTH also increased significantly after recovery: 116.5 (96.5-144.5) vs.
84 (61.2-140.5) APU (p=0.01). Conclusions: The endothelium-dependent systemic
microvascular dysfunction found in the acute phase of COVID-19 was shown to be



reversible within 12 to 15 months after recovery from the disease. During the acute
phase, the LTH-induced microvascular vasodilation peak response was noticeably
reduced on infected patients in comparison to healthy subjects. The same response
increased significantly when measured after recovery, in comparison to values obtained
during the acute phase of COVID-19. Individuals with late symptoms after 12 to 15
months did not show noticeable difference in microvascular vasodilation response
to those patients without symptoms.

Keywords: COVID-19; Laser-Doppler flowmetry; Microcirculation; Endothelium, vascular.
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1 INTRODUGAO

Coronavirus (CoV) sao virus RNA de fita unica, pertencentes a familia
Coronaviridae. A sua descoberta ocorreu em 1937 e passaram a ser nomeados a
partir de 1965. O nome foi inspirado em seu formato semelhante a uma coroa quando
observado ao microscopio. Até 2019, sabia-se de seis coronavirus capazes de
infectar pessoas, dentre os quais 0 SARS-CoV e o MERS-CoV."?

O termo “novo coronavirus” passou a ser utilizado pela imprensa em dezembro
de 2019, quando surgiram os primeiros casos na China. Especialistas passaram a
se referir ao virus como 2019-nCov, mas de forma temporaria, até ele ser nomeado
oficialmente como SARS-CoV-2.

E um virus transmitido por via respiratéria, principalmente goticulas, e por
contato. A sindrome respiratéria aguda que o virus provoca, varia de casos leves a
graves com insuficiéncia respiratoria, e sua letalidade varia, principalmente, conforme
a faixa etaria e condicdes clinicas associadas.' Como processo inicial, o virus SARS-
CoV-2, ancorado na enzima conversora da angiotensina 2 (ECA2), penetra nas
células do hospedeiro, incluindo as células endoteliais e os macréfagos, além dos
pneumacitos do tipo II.2

A avaliacédo do tecido pulmonar e de outros 6érgaos, durante a fase aguda
da COVID-19, demonstrou a existéncia de um processo inflamatério microvascular
associado a formacdo de trombos microvasculares.*® Além disso, ha liberacéo
macica de diversas citocinas que aumentam o processo de inflamagao vascular.®
Adicionalmente, as proprias células endoteliais liberam citocinas pro-inflamatoérias,
contribuindo para a extensdao da disfungdo endotelial microvascular.” Ainda, a
presenga de microtrombos em pequenos vasos e de microangiopatia, na fase aguda
da COVID-19,58 predispbe o paciente a formacdo de microinfartos em diversos
orgaos — tais como o coragao, os rins e o figado — potencializando o estado de les&o
e faléncia de multiplos 6rgaos.*

Tais evidéncias de alteragbes provocadas pelo virus na microcirculagao
chamam a atengédo para a analogia com a disfungdo endotelial observada em
diversas condicoes patoldgicas.®™ A disfuncdo endotelial € um processo sistémico,
sendo que a avaliagcdo da microcirculacdo cutanea pode ser utilizada como método
de avaliagédo da disfungcéo endotelial generalizada." Diversos estudos demonstraram
que a microcirculagado cutanea constitui um leito vascular acessivel e representativo
para a avaliagdo de mecanismos subjacentes as alteragbes microvasculares em
doencas cardiovasculares, metabdlicas e na sepse, por exemplo." 2 Assim, alteracoes
microvasculares sistémicas na fase aguda da COVID-19 podem estar relacionadas
com a progressao e com o prognostico da doenca.
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2 FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 COVID-19

No inicio de 2020, o mundo foi acometido pela pandemia de COVID-19 que se
refletiu em efeitos devastadores sobre as populagdes, estruturas sociais e crescimento
econdmico. O numero de mortos devido a COVID-19 atingiu 629370889 casos
confrimados até 7 de novembro de 2022, incluindo 6578245 mortes.™

A rapida disseminag¢ao da COVID-19 foi consequéncia da crescente extensao
da conectividade global e mobilidade geografica, que aceleraram a propagacgao da
infecgdo em um ritmo incontrolavel. Porém, essa conectividade global e cooperagéao
cientifica também propiciaram a identificagdo do agente causador desse surto,
o coronavirus SARS-CoV-2, e a possibilidade de agao, controle e a contengao
eficazes desse patdgeno através de ensaios diagnosticos confiaveis, agentes
terapéuticos promissores e inicio da vacinacdo.™

As caracteristicas clinicas da COVID-19 variam de doenga leve a moderada
(sem pneumonia e com pneumonia), a doenga grave (dispneia, frequéncia respiratoria
superior a 30/min, saturacéo de oxigénio inferior a 93%, relacdo PaO2 / FiO2 inferiores
a 300 e/ ou acometimento do parénquima pulmonar maior que 50% em 24-48 horas)
e critico (insuficiéncia respiratoria, choque séptico e/ou disfuncéo/insuficiéncia de
multiplos 6rgaos)."

Os sintomas mais comuns da COVID-19 sao inespecificos e incluem
principalmente febre, tosse e mialgia. Outros sintomas menores sdo: odinofagia,

cefaleia, calafrios, nduseas ou emeses, diarreia ageusia e conjutivite.™

Ademais, o paciente pode se manifestar com disseminagao assintomatica de
virus e o comprometimento do olfato (hiposmia, anosmia e parosmia) ou do paladar
(disgeusia). Outras manifestacdes extrapulmonares incluem diarreia, linfopenia,
trombocitopenia, disfungdo hepatica e renal, rabdomidlise, meningoencefalite,
acidente vascular encefalico, convulséo, sindrome de Guillain-Barré, arritmia cardiaca
ou bloqueio cardiaco, pancreatite, doenga de Kawasaki como vasculite multissistémica,
erupgao cutanea, tromboembolismo e tireoidite aguda.'®'” Trombos e microtrombos
dos pulmdes, membros inferiores e superiores, cérebro, coragao, figado e rins foram

observados em pacientes com COVID-19."8

As diminuicdes significativas no numero total de linfocitos sdo observagdes
laboratoriais comuns, sugerindo que os linfécitos (principalmente os linfécitos T)
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sejam provavelmente alvos do SARS-CoV-2." Com a infecgao por COVID, inicia-se
uma tempestade de citocinas e, consequentemente, uma série de respostas imunes
inatas e adaptativas. Esse processo resulta em algumas alteragdes nas células

imunes, principalmente nos linfécitos, levando a disfungao do sistema imunolégico.®

Essas respostas inflamatoérias descontroladas possibilitam danos teciduais
locais e sistémicos. Em pacientes com COVID-19 grave, eosinopenia e linfopenia
com redugao importante do numero de células T CD4+ e CD8+, células B e células
natural killer (NK) sdo uma caracteristica comum. A gravidade da COVID-19 depende
também do desenvolvimento de tempestade de citocinas caracterizada por niveis

séricos elevados de citocinas pré-inflamatérias.™

2.2 Sintomas tardios da COVID-19

Atualmente observa-se o declinio dos casos graves de COVID-19, devido
ao desenvolvimento de vacinas e da vacinagao da populagao, e do conhecimento
maior sobre a evolugao da doenga. Ademais, ensaios clinicos para agentes antivirais
seguros e eficazes estdo em andamento e, assim, as sequelas de longo prazo da
infeccao por SARS-CoV-2 tornaram-se cada vez mais reconhecidas e preocupantes.?®

As “sequelas pés-agudas da infecgdo por SARS-CoV-2” estdo sendo definidas
como sintomas persistentes por mais de trés a quatro semanas apos o inicio dos
sintomas de COVID-19, caracterizado por uma combinagao de sintomas inespecificos,
mais comumente: fadiga, dispneia, cefaleia, tosse, perda continua do olfato, dor
toracica, dor musculoesquelética, alteragdes cognitivas, disturbios do sono, ansiedade

e intolerancia ao exercicio.2'2

Essas sequelas podem ser causadas por dano tecidual de longo prazo
(por exemplo: pulmao, cérebro e coracao) e inflamagao patolégica (por exemplo:
persisténcia viral, desregulacdo imunoldgica e autoimunidade). Os fatores de risco
associados podem incluir sexo feminino, mais de cinco sintomas iniciais, dispneia
precoce, transtornos psiquiatricos prévios e biomarcadores especificos (por exemplo:
D-dimero, PCR e contagem de linfocitos), embora sejam necessarias mais pesquisas
para fundamentar esses fatores de risco.?* Estima-se que 80% dos pacientes infectados
com SARS-CoV-2 tenham desenvolvido um ou mais sintomas de longo prazo.?®

Embora os tratos respiratorios superior e inferior sejam os principais locais
de entrada do SARS-CoV-2 no corpo, resultando em pneumonia por COVID-19
como a apresentacdo mais comum, de acordo com as evidéncias atualmente

disponiveis 0 SARS-CoV-2 pode afetar todos os érgaos, levando a danos agudos
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nos oOrgaos e sequelas a longo prazo, sendo os ultimos efeitos percebidos
apenas recentemente.?

Sabe-se que o dano pulmonar agudo pode ser seguido por fibrose pulmonar e
comprometimento cronico da fungao pulmonar, pode haver envolvimento do sistema
nervoso central (SNC) e do sistema nervoso periférico (SNP), danificando direta ou
indiretamente os neurdnios, provocando sequelas neurolégicas a longo prazo.?

Sem duvidas, o sistema respiratério se configura como a linha de frente da
infeccdo por SARS-CoV-2.2" As sequelas a longo prazo da COVID-19 ainda continuam
sendo estudadas. As licbes de epidemias virais anteriores revelam que, apés a
recuperagao, os pacientes com infecgées pulmonares virais podem sofrer de
disfuncado pulmonar irreversivel e apresentar imagens residuais ou anormalidades
funcionais. Opacidades residuais em vidro fosco, consolidacdes, opacidades
reticulares e lineares, padrdao de pavimentagdo em espiral residual e bandas fibréticas
parenquimatosas sao varias caracteristicas encontradas nos estagios tardios ou
de remissdo da COVID-19.2%8

Na fase aguda, com a infeccdo do hospedeiro e desenvolvimento da
doenga, o virus pode lesar os pulmdes de trés maneiras: sindrome do desconforto
respiratorio agudo (SDRA) com dano alveolar difuso (DAD), oclusdo microvascular
alveolar trombdtica difusa, e inflamacao das vias aéreas associada a mediadores
inflamatodrios. Os resultados dessas acdes combinadas incluem oxigenacao
alveolar prejudicada, hipoxemia e acidose, podendo finalizar a morte do paciente
por insuficiéncia respiratéria ou sequelas de lesdo pulmonar permanente.?®

Ademais, o SARS-CoV-2 induz a inflamacédo das vias aéreas através da
infiltracdo inflamatodria de bronquiolos, brénquios e traqueia e reduz a funcédo de
ventilacdo das vias aéreas.?® Esses eventos no sistema respiratério, a formacéao
de trombose intra-alveolar e dano viral inflamatério das vias aéreas, contribuem
diretamente para o desenvolvimento de fibrose pulmonar.?®

As complicagbes neuroldgicas apos uma infeccdo grave por COVID-19
podem incluir delirio, inflamacao cerebral, acidente vascular encefalico e danos nos
nervos.®® No SNC, o receptor de ligagdo a proteina SARS-CoV-2 spike (S), ACE2,
€ amplamente expresso em células endoteliais microvasculares cerebrais. Essa
proteina, SARS-CoV-2 spike (S), pode danificar diretamente a integridade da barreira
hematoencefalica densa (BHD) em varios graus e pode induzir a resposta inflamatoria
das células endoteliais microvasculares. Esse mecanismo de acado possibilita o
aparecimento de sintomas neuroldgicos, a formacdo de microtrombos fatais e até
a ocorréncia de encefalite associada ao COVID-19. Isso corrobora a base potencial
para a ocorréncia de sequelas neurolégicas de longo prazo.®!
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Essa alta expressao do receptor ACE2 em uma ampla gama de locais no
cérebro propicia o SARS-CoV-2 causar danos cerebrais agudos e a possibilidade
de alteragbes neurodegenerativas posteriores. Ainda nao esta claro se SARS-CoV-2
causas doencas neurodegenerativas ou acelera sua ocorréncia prematura, e é dificil
tirar conclusbes em apenas alguns meses. Porém, essa possibilidade €& apoiada
pelos achados de estudos recentes que mostraram a presencga de inibigao funcional
de complexos de receptores de acetilcolina virais e nicotinicos na patogénese da
infeccao por SARS-CoV-2.32

Outro ponto é que as células infectadas por SARS-CoV-2, incluindo
neurénios, podem sofrer necrose, apoptose ou disfungdo devido ao estresse
oxidativo e influxo de ions de calcio, com fungdo mitocondrial prejudicada. Embora
a necrose e a apoptose de células hospedeiras infectadas paregam reduzir a
sobrevivéncia do virus, esses efeitos resultam em danos ao SNC. Essa explicacao
da patogénese de longo prazo da infecgédo cerebral por SARS-CoV-2 também pode
incluir as sequelas neuroldgicas de longo prazo.??

No sistema cardiovascular, alguns sintomas tardios sdo frequentemente
relatados na literatura. As manifestacdes cardiacas na COVID-19 parecem ocorrer
em diferentes momentos: agudamente durante a COVID-19 e/ou apds a aparente
recuperacao da COVID-19. As complicagbes cardiacas descritas na fase aguda
(pré-recuperacéo) incluem inflamagao miocardica/pericardica, arritmias, insuficiéncia
cardiaca e morte subita cardiaca, mais comumente observadas com o aumento da
gravidade da COVID-19, presenca de comorbidades e idade avancada.3*

Ademais, estudos recentes apontam que os pacientes com COVID-19 tém
uma probabilidade trés vezes maior de um evento cardiaco adverso, avaliado em
uma mediana de cinco meses apos a alta, em comparagao com controles pareados
por idade, sexo e fator de risco.?*

Clinicamente, esses pacientes pareciam estar em maior risco do que os
controles que nunca tiveram COVID-19 para uma série de doencgas cardiacas, incluindo
insuficiéncia cardiaca, infarto do miocardio, miocardite, pericardite e arritmia.?* A lesdo
miocardica e a miocardite podem levar a dor toracica cardiaca crdnica, intolerancia ao
exercicio e a fadiga. Acredita-se que a pericardite recorrente seja uma consequéncia
da infecgao viral que possibilita um estado autoinflamatério ciclico ou persistente.?334

Uma das apresentagdes mais marcantes da COVID-19 tem sido sua capacidade
de diminuir e alterar o sabor e o cheiro. Embora a anosmia normalmente se resolva
sozinha, ja existem relatos de individuos que n&o recuperam esses sentidos.
As consequéncias a longo prazo da perda ou distor¢do do olfato e paladar terdo
consequéncias nutricionais, de seguranga e psicologicas.*
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As manifestagdes psiquiatricas também sdo manifestagdes relevantes nos pos-
COVID-19. Uma revisao sistematica e meta-analise das manifesta¢des psiquiatricas
associadas a doenga SARS/MERS e SARS-CoV-2 concluiu que o estresse pos-
traumatico é muito prevalente (32,0%), seguido por déficits de memoria (19,0%),
irritabilidade (12,8%), ansiedade (12,3%), insbnia (12,0%) e depresséo (19,5%).3°

Além dos sintomas e complicagdes ja citadas, individuos que experienciaram
a COVID-19 relataram problemas de qualidade de vida, saude mental e emprego.
Esses individuos podem necessitar de cuidados multidisciplinares envolvendo o
monitoramento dos sintomas em longo prazo, para identificar potenciais complicagées,

reabilitacdo fisica, saude mental e apoio dos servigos sociais.?53¢

Publicacdes recentes vém se dedicando ao estudo da sindrome COVID longa
ou po6s-COVID-19, condicdo em que os individuos afetados n&do se recuperam por

varias semanas ou meses apos o inicio dos sintomas sugestivos de COVID-19."337

A COVID longa € uma condicdo complexa e cada vez mais reconhecida
por sintomas heterogéneos prolongados e complicagdes secundarias pouco
compreendidas no momento.®®3° Estudos recentes mostram que um numero
crescente de pacientes experimentara sintomas prolongados, sintomas cujo perfil

€ cronograma permanecem incertos.

Infecgdes virais que causam sintomas persistentes ndo sdo um conceito novo,
pois SARS e MERS causam sintomas pds-infecgdo persistentes que permanecem
muitos anos apos a infeccdo. O que resta a ser determinado com a COVID-19 é a

gravidade e a duragao das longas manifestagbes da COVID.3%40

A OMS™ estimou em 10-20% o numero de pacientes com COVID-19 que
tenham apresentado sintomas persistentes por meses apos a infecgao, e reconheceu
que a condicao é claramente uma preocupacido de saude publica, dado o impacto
substancial que tem na sociedade, variando do aumento dos custos de saude a
custos econdbmicos e pro-perda de produtividade.*® A falha em reconhecer que as
consequéncias de longo prazo da COVID-19 também incluem o desenvolvimento de
novas doengas crbnicas resultara em novo despreparo para lidar com os enormes

efeitos posteriores da infecgao.™#!

A avaliagdo continua dos efeitos a longo prazo e seu impacto na qualidade
de vida dos pacientes em recuperacido é necessaria, pois ha que se estar preparado
para 0 aumento de eventos pulmonares, cardiacos, vasculares, renais e outros

orgaos apos SARS-CoV- 2 infecgdo.*
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2.3 O endotélio vascular: fungoes e avaliagoes

2.3.1 Endotélio vascular

O endotélio vascular € uma estrutura tecidual que recobre internamente todos
0s vasos do organismo. Ele é constituido por uma monocamada de epitélio do tipo
pavimentoso, localizado entre o sangue circulante e a camada média do musculo
liso vascular, regulando o ténus vascular.*?

O endotélio age diretamente como um sensor nas modificagbes hemodinamicas,
em resposta a estimulos humorais, neurais e mecanicos capazes de transmitir os
sinais responsaveis para a sintese de substancias vasoativas, que desempenham
papel fundamental na regulagdo do tdnus vascular, fluidificagdo, coagulacéo,
manutengao da circulagdo sanguinea, assim como respostas inflamatérias.*?

Em condigdes fisiolégicas, o endotélio continuamente secreta substancias
que contribuem para equilibrio entre a vasodilatacdo e vasoconstricdo. As principais
moléculas vasodilatadoras sao os fatores relaxantes derivados do endotélio (EDRF),
a prostaciclina (PGI2), os fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio (EDHF);
e substancias vasoconstritoras — tromboxano A2, endotelina e fator de ativagao
plaquetaria (PAF).#2

Em vasos sadios, os EDRF sdo liberados de forma basal através de uma
grande variedade de estimulos fisioldgicos (exercicio, aumento de fluxo sanguineo,
aumento da tensédo nas paredes, temperatura) e de substancias vasoativas, como
a acetilcolina, histamina, bradicinina, substéncia P, serotonina, vasopressina,
noradrenalina, ADP, ATP, trombina e fator de ativagdo plaquetaria (FAP). Os EDRF
desempenham o papel de inibidor da adeséo e agregacao plaquetaria.*44

A liberacao de fatores relaxantes derivados do endotélio pode ser induzida
através do aquecimento local da pele, gerando um potente efeito vasodilatador na
regido estimulada. A resposta vasodilatadora € caracterizada por um pico inicial de
rapida duragdo (1-2 min), que se estende por cerca de 15 a 20 minutos e depende
predominantemente de fatores endoteliais como eicosanoides (prostaciclina — PGI2,
metabdlitos do citocromo P450, etc.) que formam a via do EDHF, e da via do 6xido
nitrico (NO), que é responsavel por 2/3 da resposta vasodilatadora.*4°

Os EDRF sao uma familia de moléculas capazes de induzir o relaxamento do
musculo liso do leito arterial, promovendo assim a vasodilatagdo. Entre os fatores
relaxantes conhecidos, o NO parece ser um importante regulador metabdlico e
hemodinamico, pois consegue se difundir livremente pelas membranas celulares,
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onde sua sintese ocorre em varios tipos celulares e tecidos, como no endotélio

vascular, em macroéfagos, nas plaquetas e nas células neuronais.*

O NO medeia varios fenbmenos, como a vasodilatacdo dependente de
endotélio, a citotoxidade mediada por macrofagos, inibicdo da ativagao, adesao e
agregacao plaquetaria, relaxamento do corpo cavernoso, regulagédo da pressao
sanguinea basal, depressao sinaptica, potencializagéo da transmissao sinaptica e

microcirculagdo medular e glomerular.*

No sistema circulatério, em particular na coagulagdo sanguinea, o NO esta
envolvido com a cascata fibrinolitica e trombdtica, eventualmente, associado com
dano endotelial, sendo que as propriedades antitrombdticas do NO resultam em
parte da inibicdo da adesdo e agregacao plaquetaria.*’#® A deficiéncia de NO tem
sido associada com trombose arterial.*®

Nos vasos sanguineos, o NO exerce fungao na modulagao do diametro vascular
e da resisténcia vascular pela sua habilidade em relaxar o musculo liso vascular. O
NO inibe interacdes de elementos sanguineos circulatérios com a parede do vaso.*®

Uma deficiéncia de NO pode promover trombose vascular, aterogénese e
injuria da reperfusao.**® A diminuicdo da vasodilatagdo dependente do endotélio
pode ser induzida por hipertensao, diabetes e/ou aterosclerose. O NO pode ser um
inibidor da adesao leucocitaria em microvasos pés-capilares.®52

O NO enddgeno é produzido por vias enzimaticas, proveniente da degradagao
da L-arginina em L-citrulina e NO. A oxido nitrico-sintase (NOS) é a enzima
responsavel pela sintese do NO. Trés isoformas de NOS sao descritas, sendo
uma NOS induzida (INOS) e duas NOS constitutivas (cNOS), sendo elas a forma
endotelial (eNOS ou NOS3) e a forma neuronal NOS (nNOS ou NOS1).%3

As células endoteliais vasculares produzem e liberam NO pela atividade da
enzima NOS3, um dos moduladores mais importantes na regulagdo do ténus da
musculatura lisa vascular.* Como consequéncia a disfungdo endotelial, observa-
se 0 dano a vasodilatacdo dependente do endotélio, causada por uma perda da
biodisponibilidade do NO.52 Em estados infecciosos/inflamatérios, a microcirculagao é
acometida em todos os seus segmentos — arteriolas, capilares e vénulas — sofrendo
alteragdes funcionais e estruturais, além de atuar perpetuando a resposta inflamatdria.®?

Estados inflamatorios exacerbados culminam em estase sanguinea, ativagao
plaquetaria e disfungédo endotelial, elevando as chances de episddios trombdéticos
venosos e arteriais. A coagulopatia na infecgao grave por COVID-19 é semelhante
a coagulopatia induzida pela sepse, caracterizada por coagulagdo intravascular
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disseminada e microangiopatia tromboética. Somado a isso, destaca-se que a
hipoxemia, secundaria a lesdo pulmonar causada pela COVID-19, é fator de risco

para trombose.5%5:5
2.3.2 Avaliagao da fungao endotelial

Rotineiramente na pratica clinica as avaliacbes da fungdo endotelial séo
utilizadas, sejam elas na macrocirculagdo ou na microcirculacdo. Usualmente
parametros hemodinamicos relacionados a macrocirculagdo, como pressao arterial
média (PAM), pressao venosa central (PVC), débito cardiaco (DC), e saturagao
venosa mista (SvO,) e central (ScvO,) de oxigénio, séo utilizados durante a avaligéo
clinica do paciente.’” Porém estudos demonstram que existe dissociacao entre

esses parametros e o estado da microcirculagédo dos pacientes.58%°

A avaliacdo da microcirculacdo pode ser realizada em diferentes tecidos de
acordo com a técnica e o aparelho utilizado. A regidao sublingual, por exemplo, &
frequentemente utilizada para realizagdo da videomicroscopia, por ser de facil acesso
e nao invasiva, além de ser potencialmente confiavel para o acompanhamento e o

manejo clinico de pacientes.®°

A microcirculagdo € formada por vasos com diametro inferior a 100 um,
compostos por arteriolas, metarteriolas, capilares e vénulas.®’ As arteriolas sao
responsaveis pela manutengdo do tébnus vascular e, consequentemente, pelo
controle do gradiente de pressao existente entre os capilares proximais e distais.®
Assim, elas promovem o controle local do fluxo sanguineo de acordo com a demanda

metabdlica dos tecidos.

Testes que utilizam estimulos fisioldégicos ou farmacoldgicos realizados para
avaliar a reatividade microvascular podem ser dependentes ou independentes
do endotélio vascular. Alguns métodos ja foram descritos para o estudo da
microcirculagao cutanea: a estimulagdo térmica pelo calor ou pelo frio, estimulagao
induzida pela pressao local, hiperemia reativa pés-oclusiva, administragao local
de agentes farmacolégicos, entre outros. A reatividade microvascular cutanea
foi avaliada através da técnica de laser Doppler flowmetry (LDF), padronizada e

validada em diversos estudos clinicos.0626°

Entre esses varios métodos, sera descrita e realizada a monitorizacdo da

perfusao tecidual por laser Doppler, ou em inglés Laser Doppler Perfusion Monitoring
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(LDPM), um método capaz de obter leitura do fluxo sanguineo microvascular
tecidual em uma area onde a sonda € colocada.

Baseada nos fundamentos do efeito Doppler, descrito pela primeira vez por
Christian Johann Doppler em 1842, a fluxometria /laser Doppler permite medir de
forma né&o invasiva variacdes de parametros microcirculatérios sistémicos, tais como
a velocidade e variacao de fluxo em uma area da pele ao qual o fluxdmetro é sensivel.

O sinal luminoso emitido pelo laser Doppler penetra na pele e sofre reflexdo
pelas células em movimento nos microvasos superficiais, sendo esta reflexdo
proporcional ao numero e velocidade das células sanguineas em transito. De acordo
com o principio Doppler, ocorre uma mudanga de frequéncia, gerando um sinal
correlacionado de maneira linear com o fluxo de hemacias. O sinal é semiquantitativo
e expresso em unidades de perfusdo de voltagem de saida (1UP = 10mV), de acordo
com o Consenso Europeu (European Laser Doppler Users Groups, London 1992).

No presente estudo, o fluxo maximo em resposta a hiperemia térmica e a
condutancia vascular cutanea dele derivada foram obtidos no platé do registro, fase
em que a influéncia vasodilatadora dependente de endotélio € mais evidente. Foi
calculada igualmente a area sob a curva de hiperemia térmica.

A avaliagdo do fluxo sanguineo e reatividade microvascular em pacientes
portadores da COVID-19 pode entdo ser realizada de modo n&o invasivo na pele
utilizando o LDPM, como sera descrito neste estudo.

2.3.3 Funcao endotelial e COVID-19

No desenvolvimento e evolugdo da COVID-19 percebe-se a desregulagao
de varias vias, ndao se limitando ao trato respiratério, mas configurando-se como
uma sindrome multissistémica na qual o endotélio vascular € um dos 6rgaos mais
danificados, caracterizado por um estado de imunotrombose dentro de microvasos
e uma predisposicdo a macrotrombose.®® Os diversos disturbios clinicos e
biomarcadores observados na COVID-19 podem ser classificados em interrupgao
do equilibrio imunolégico, renina-angiotensina-aldosterona (RAA) e trombdtico,
convergindo para o endotélio vascular como uma via comum.57:¢8

Entende-se que o SARS-CoV-2 infecta a célula endotelial vascular causando
danos celular e apoptose, que resulta consequentemente na diminuicdo da atividade
antitrombdtica da superficie luminal e disturbio microcirculatério associado a
formacéao de trombos, contribuindo para a disfungéo respiratoria.®®

Diretamente, o SARS-CoV-2 infecta as células endoteliais devido aos seus
altos niveis de expressao da ACE2 e da protease transmembranar serina 2 (TMPRSS2).
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A ACE2 é expressa no endotélio vascular humano, epitélio respiratério e outros
tipos de células, e acredita-se que a ligacdo de SARS-CoV-2 a ACE2 seja o
mecanismo primario. Em condig¢des fisiologicas, a ACE2 por meio de sua atividade
carboxipeptidase gera fragmentos de angiotensina (Ang 1-9 e Ang 1-7) e
desempenha um papel essencial no sistema renina-angiotensina (RAS), um
regulador critico da homeostase cardiovascular.”

Apos a ligacdo por SARS-CoV-2, o ACE2 ¢ internalizado, e a falta de
ACE2 nas células endoteliais favorece a progressao de processos inflamatérios e
trombdticos desencadeados pela hiperatividade local da angiotensina Il. A inibigao
de ACEZ2 pela ligacdo de SARS-CoV-2 reduz a conversao mediada por ACE2 de
Ang Il em Ang 1-7. A reducao da ativacado do receptor MAS induz um fenétipo pro-
inflamatdrio através do aumento da ativagdo dos receptores da angiotensina tipo 1
(AT1R).7® Além disso, a reducéo nos niveis de ACE2 limita a degradagao de bradicinina
em peptideos inativos, provocando o aumento da sinalizagao pré-trombotica através
da ativagao de receptores de bradicinina.”

O SARS-CoV-2 também ativa o sistema complemento — um componente integral
da resposta imune inata. O sistema complemento, como outros componentes do
sistema imunoldgico inato, é responsavel por controlar infecgdes bacterianas e virais,
porém sua ativagdo exacerbada, como ocorre na infeccdo prolongada por SARS-
CoV-2, pode ser prejudicial, causando danos diretos aos tecidos do hospedeiro.”
Além disso, complexos de anticorpos especificos para SARS-CoV-2 e antigenos
virais podem induzir lesao de células endoteliais por meio da ativagdo do complexo
C1 da via classica e indugéo de citotoxicidade dependente de anticorpos (ADC).”

O uso de uma abordagem protedmica clinica de alto rendimento identificou
ativagao consistente da via classica do complemento (especificamente, componentes
do complemento C1R, C1S e C8A) no soro de pacientes com COVID-19 clinicamente
grave, juntamente com aumento da ativagdo da via alternativa componente,
complemento fator B e seus moduladores CFl e CFH.™

Embora os estudos clinicos sobre a ativagdo do complemento apds a infecgao
por SARS-CoV-2 sejam limitados, os achados indicam que a ativagao irrestrita do
mesmo pode contribuir para a lesdo e morte das células endoteliais, com subsequente
desnudamento vascular e exposigdo da membrana basal trombogénica, trombose
e coagulacado intravascular, resultando em faléncia organica multissistémica em
pacientes com COVID-19.7".74

Ainda, indiretamente, o virus SARS-CoV-2 promoveria uma tempestade
sistémica de citocinas inflamatodrias.”® Isso inclui o papel do endotélio vascular
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no recrutamento de leucdcitos inflamatérios, que contribuem para o dano tecidual
e a liberagao de citocinas, sendo os principais fatores da sindrome do desconforto
respiratério agudo (SDRA), na coagulagédo intravascular disseminada e nas
complicagdes cardiovasculares na COVID-19 (Figura 1)."
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Figura 1 — Efeito da infecgéo por SARS-CoV-2 na fungao das células endoteliais, coagulagao
sistémica e trombose

Fonte: Adaptado de Perico et al., 2021.™

Ha também evidéncias que ligam as células endoteliais (CE) a infeccdo por
SARS-CoV-2, incluindo: (i) a expressao e fungao de seu receptor enzima conversora
de angiotensina 2 (ACE2) na vasculatura; (ii) a prevaléncia de uma sindrome
semelhante a doenca de Kawasaki (vasculite) na COVID-19; e (iii) evidéncia de
infeccdo em células endoteliais com SARS-CoV-2 em pacientes com COVID-19 fatal.”

Em diferentes 6rgaos de pacientes com COVID-19, particulas virais foram
encontradas dentro de células endoteliais mortas associadas a um acumulo de
células inflamatdrias mortas, evidenciando um ataque viral direto e uma resposta
inflamatéria difusa do hospedeiro na parede do vaso.”’

Portanto, é razoavel supor que a disfuncdo endotelial contribua para a
inflamacéao vascular associada ao COVID-19, particularmente endotelite, no pulmao,
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coracao e rim, bem como coagulopatia associada ao COVID-19, particularmente
microtrombos fibrinosos pulmonares nos capilares alveolares.

Cabe ressaltar que essa disfungao endotelial € subjacente a varias doengas
agudas (como na sepse) e ocorre tambem nas crénicas, consideradas condi¢des
coexistentes associadas a pior prognostico na COVID-19, como por exemplo,
hipertensdo, diabetes e obesidade. Ademais, essa disfungdo teria um papel
importante em outras manifestagdes clinicas da COVID-19, incluindo lesdo cardiaca
e hipercoagulabilidade medida por aumento nos niveis de dimero D e fator de Von
Willebrand (VWF)."®

Ainda, a disfuncao endotelial pré-existente combinada com o ataque direto
do SARS-CoV-2 no sistema vascular pode ser responsavel por uma alta mortalidade
de pacientes com COVID-19.78

Esses niveis elevados do fator de VWF em pacientes com COVID-19 apoiam
ainda mais a hipétese de disfungdo ou dano endotelial induzido por SARS-CoV-2.
O VWF é uma glicoproteina adesiva circulante, secretada por células endoteliais
e plaquetas e seus niveis sao elevados em vasculite, inflamacao, envelhecimento
e diabetes, condicbes que estdo todas associadas a disfungao endotelial. O VWF
ativa as plaquetas provocando agregacao plaquetaria, atua como carreador do fator
de coagulacgéao VIII e contribui para a coagulagdo sanguinea. Além disso, o VWF é
fator fundamental no sistema vascular, incluindo a regulagdo da angiogénese e
da permeabilidade vascular.”8

Evidéncias crescentes sugerem que a perda da integridade da barreira do
vaso e o desenvolvimento de um endotélio pré-coagulante contribuam para o inicio
e propagacao da SDRA na COVID-19, induzindo endotelite e mediando a infiltracao
de células inflamatérias nos pulmdes.”

Mecanismos adicionais, como a reduc¢ado da atividade endotelial da sintese
do o6xido nitrico e dos niveis de 6xido nitrico, bem como a liberagdo do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) como consequéncia da hipdxia sistémica
induzida pela SDRA, também tém sido propostos como processos patogénicos-chave
na disfuncéo endotelial subjacente apos infeccdo por SARS-CoV-2.8182

Ademais, a COVID-19 esta associada ao aumento do numero de plaquetas
imaturas, mesmo com contagens normais de plaquetas que sdo mais funcionais,
promovendo o aumento de eventos de coagulagao na COVID-19. Além de aumentar
o numero de plaquetas imaturas, os pacientes com COVID-19 podem ter niveis
aumentados de plaquetas ativadas circulantes.®°
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3 JUSTIFICATIVA

Considerando as alteragdes vasculares ja conhecidas e descritas na COVID-19,
€ importante e justifica-se a investigacao da fungéo endotelial sistémica nos pacientes
com COVID-19, através de um leito vascular acessivel, uma vez que podem estar
relacionadas com a progressao, complicagdes e com o progndéstico da doenga.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo primario

Avaliar a funcédo endotelial microvascular de pacientes portadores de doencas
cardiovasculares em fase aguda da COVID-19 e a longo prazo (12-15 meses) apos
a recuperacgao do quadro infeccioso.

4.2 Objetivos secundarios

* Investigar as associacbes entre variaveis obtidas no estudo da
microcirculagdo com variaveis demograficas, clinicas e laboratoriais dos
pacientes analisados na fase aguda.

» Avaliar possiveis diferencas nos perfis microcirculatorios observados entre
0s pacientes com apresentagao moderada e grave da COVID-19.

» Comparar os parametros microcirculatérios de pacientes em fase aguda e
apo6s recuperacao com voluntarios saudaveis.

* Investigar as associacbes entre as alteracbes obtidas no estudo da
microcirculagdo com a persisténcia de sintomas tardios da COVID-19.
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5 METODOS

5.1 Caracterizagao do estudo

Trata-se de estudo observacional, longitudinal, prospectivo, que avaliou as
alteracdes do fluxo e reatividade microvascular pela técnica de LDPM em pacientes
portadores de doengas cardiovasculares, com diagndstico de COVID-19 confirmado
por RT-PCR, no Instituto Nacional de Cardiologia (INC), centro de atengao a saude
de nivel quaternario, especializado em Cardiologia, no periodo de maio de 2020 a
outubro de 2020.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto
Nacional de Cardiologia, sob o n°® CAAE: 31237220.1.0000.5272 (ANEXO A).

Os pacientes em condi¢des clinicas de entendimento e responsabilizacdo
assinaram o Termo de Consentimento Livre e esclarecido (TCLE) (APENDICE A),
de acordo com a Resolugdo CNS 466/2012. No caso dos pacientes graves, foi feito
contato por via telefénica com o familiar responsavel, em viva voz, e realizada a
gravagao de toda a orientagao e autorizagao.

Foram submetidos e assinados, o Termo de Compromisso de Utilizagao
de Dados (TCUD) para sigilo das informagdes coletadas em bancos de dados
(APENDICE B), e o Termo de Anuéncia das Chefias, assinado por responsaveis

de cada um dos setores com areas de isolamento e pacientes internados com
COVID-19 (ANEXO B).

5.2 Populagao estudada

Foram estudados individuos, de ambos os sexos, maiores de 18 anos,
portadores de doencgas cardiovasculares, com infec¢gao por SARS-CoV2 confirmada
por analise de RT-PCR de swabs nasofaringeos apods a internagao hospitalar.

O recrutamento dos pacientes foi feito nos setores destinados a isolamento
respiratério do INC, tanto em terapia intensiva quanto em enfermaria, no periodo de
maio de 2020 a outubro de 2020.

Os critérios de inclusao adotados foram:

* |dade 218 anos

* Internagéo no INC

» Teste molecular por PCR em tempo real positivo para SARS-CoV-2

Os critérios de exclusdo foram:

» Presenca de infecgdo ndo COVID com repercussao sistémica e documentada
microbiologicamente

+ Testes moleculares de PCR inconclusivos ou indeterminados
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Um grupo de 14 voluntarios saudaveis (sem doencgas crbnicas ou fatores
de risco cardiaco) foi recrutado entre os funcionarios do INC, que testaram negativo
para SARS-CoV-2. Este grupo também foi avaliado pela técnica de LDPM e constituiu
0 grupo-controle.

Durante o recrutamento inicial, 94 pacientes foram diagnosticados com
COVID-19. Porém houve exclusdo de pacientes por apresentarem resultado
indeterminado e inconclusivo e também por transferéncia para unidades hospitalares
destinadas a pacientes com COVID-19, antes da realizagao do LDP.

O fluxograma (Figura 2) mostra o recrutamento e a avaliagdo dos pacientes
do estudo.

TRIAGEM
_ /Pacientes internados\

por COVID entre
maio e outubro
(n=94)

v

Pacientes incluidos
no estudo
(n =47)

.

Avaliacao LDPM e
coleta de sangue

(n = 47)
ACOMPANHAMENTO I\ )
y v '

Seguimento apoés Impossibilidade de
Obitos 12-15 meses com contato (n =13) ou
(n =11) avaliacdo LDPM e recusa em dar
coleta PCR-t seguimento
(n =20) (n=3)

v

Grupo final de andlise
(n=18)

Outliers excluidos (n = 2)

Figura 2 — Recrutamento dos pacientes do estudo

Legenda: LDPM — laser Doppler perfusion monitor
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5.3 Procedimentos de investigagao

Foi realizada uma avaliagao clinica inicial dos pacientes com afericao dos sinais
vitais (pressao arterial, frequéncia cardiaca e temperatura), coleta de sangue para
analise de bioquimica basica e, posteriormente, realizagao da analise com LDPM.

A avaliacdo do fluxo microvascular foi realizada entre 24-48 horas apés a
confirmagéo do diagndstico por RT-PCR. A coleta de bioquimica e dados laboratoriais
foram obtidos em até 24 horas apds a avaliagao microvascular.

Foram coletadas, através de anamnese e dados de prontuarios, informacgdes
sobre dados clinicos e demograficos, registradas em um banco de dados do RedCap.

Durante a avaliacdo da fase aguda, os pacientes foram estratificados em dois
grupos: COVID-19 leve a moderada (M-COVID) e COVID-19 grave (S-COVID) e
comparados com um grupo de voluntarios saudaveis.

A COVID-19 grave (S-COVID) foi definida de acordo com os critérios da
Organizagdo Mundial da Saude,™ enquanto todos os outros casos de COVID-19
foram considerados leves a moderados (M-COVID). Os casos graves desenvolveram
SDRA com necessidade de internagao em terapia intensiva, ja os casos leves ou
moderados foram geralmente definidos com base em sintomas clinicos menos
graves (febre baixa, tosse, desconforto respiratorio), sem evidéncia de sindrome do
desconforto respiratério agudo (SDRA) e sem necessidade de internagdo na Unidade
de Terapia Intensiva (UTI).

Para caracterizar a SDRA, € necessario um insulto agudo (descrito nos
Critérios de Berlim). A SDRA é uma resposta inflamatéria pulmonar excessiva, devido
a diferentes tipos de agressodes, que leva ao aumento da permeabilidade capilar
pulmonar e sistémica e a instalagdo de uma insuficiéncia respiratoria aguda.

O grupo-controle, constituido por voluntarios saudaveis, também foi avaliado
pela técnica de LDPM.

Apbés 12-15 meses os pacientes foram reconvocados para reavaliagao.
Na fase de seguimento, os pacientes foram novamente submetidos a aferigdo dos
sinais vitais com coleta de sangue para analise da PCR e, posteriormente, realizagéo
da analise com LDPM.

5.3.1 LDPM

Para a realizagao do laser Doppler perfusion monitor houve adequag¢ao do
local com ajuste da temperatura ambiente (cerca de 25°C), posicionado o paciente
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em decubito ventral com a cabeceira a 30°, deixando o antebracgo estendido e de facil
acesso. Um Doppler de ponto unico (LDPM) (Periflux 5001, Perimed, Jarfalla, Suécia)
foi utilizado para medir de forma nao invasiva a perfusdo microvascular sistémica
(em unidades arbitrarias de perfusdo [APU=10 mV]), utilizando uma sonda /aser de
aquecimento (PF 457, Perimed). A sonda laser foi acoplada ao antebrago, em uma
regido com pouco pelo, sem ferida local ou hematoma, fixada com fitas adesivas para
evitar deslocamento da mesma (Figura 3), e os pacientes foram orientados quando

possivel a ndo se moverem durante a analise e registro do laser.

Figura 3 — Aparelho de LDPM a beira do leito

Legenda: LDPM — laser Doppler perfusion monitor
Fonte: Acervo pessoal da autora

O fluxo basal foi analisado durante 5 minutos e, posteriormente, essa analise
usada de forma comparativa. Apds esse periodo foi realizado estimulo térmico através
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de aquecimento local até a temperatura de 44°C pela sonda /aser (hiperemia térmica
local — LTH). O registro do fluxo em resposta ao aquecimento da sonda de luz laser
aplicada sobre a pele do antebrago dos pacientes foi monitorado durante um periodo
minimo de 15 minutos. O fluxo maximo obtido dessa forma é considerada a resposta
como a resposta vasodilatadora maxima obtida pelo protocolo de exame. Apds o

término da analise, todo o equipamento foi devidamente higienizado.

As areas sob as curvas geradas na analise microvascular (Figura 4), tanto do
fluxo basal quanto do fluxo apds hiperemia local, foram analisadas através de um
software dedicado da Perimed para Perimed Periflux System 5001 (Perimed, Jarfalla,
Suécia) e variaveis correlacionadas estatisticamente. As areas sob a curva induzida

pela LTH e o fluxo microvascular médio durante a LTH foram calculados.

2PU
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Figura 4 — Curvas de analise pelo LDPM

Em A: na fase aguda

Em B: na fase tardia

Legenda: LDPM — laser Doppler perfusion monitor

Nota: Observa-se o dobro dos valores em B, na escala de Unidades arbitrarias de perfuséo (AUP)
Fonte: Acervo pessoal da autora.
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Como o sinal do Doppler ndo pode ser traduzido facilmente em valores
absolutos de fluxo, as alteracbes de fluxo cutdneo sado calculadas com relagao
ao fluxo basal. Os valores maximos de fluxo também s&do expressos sob a forma
de condutancia vascular cutanea (CVC), representada pela relagédo entre o fluxo
maximo medido pelo laser Doppler e a pressao arterial média (mV/mmHg). Para
efeitos comparativos, foram analisados o fluxo maximo em unidades arbitrarias de
perfusdo (UAP), a CVC maxima em UAP/mmHg e a area sob a curva definida de

modo semiautomatico.?

5.3.2 Avaliacao laboratorial

Os dados laboratoriais foram obtidos no prontuario de exames coletados na
rotina laboratorial dos pacientes internados, usando os valores de até 24 horas apos
a avaliagao da reatividade microvascular.

O grupo-controle nao foi submetido a avaliagao laboratorial.

Durante a fase de seguimento via ambulatorial, os pacientes foram submetidos
a coleta de sangue apenas para analise da proteina C-reativa (PCR) como parametro
laboratorial de infeccéo ativa.

5.4 Analise estatistica

Na analise descritiva os resultados foram expressos em médias + desvios-
padrdo ou mediana (percentis 25-75) para as variaveis paramétricas ou nao
parameétricas, respectivamente, de acordo com o teste de normalidade Shapiro-Wilk.

A analise inferencial foi composta pelos seguintes testes:

- A analise estatistica foi realizada por meio de testes t pareados bicaudais
(valores paramétricos) ou teste de Wilcoxon (valores ndo paramétricos).

- As curvas de vasodilatagdo microvascular induzida por LTH foram

analisadas por analise de variancia de duas vias (ANOVA) seguida do
teste de comparagdes multiplas de Sidak.

- Os valores discrepantes dos parametros microvasculares foram detectados
pelo método ROUT, que combina regresséao robusta e remogéao de valores
discrepantes. O método de regressdo ROUT segue trés etapas:

a) O método de regressao nao linear robusto € usado para ajustar uma

curva que nao € influenciada por outliers.
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b) Os residuos do ajuste robusto sao analisados para identificar quaisquer
outliers. Esta etapa usa um novo teste de outlier adaptado da abordagem
False Discovery Rate de teste para comparagdes multiplas.

c) Os valores discrepantes sdo removidos e a regressao de minimos
quadrados é executada nos dados restantes.

O critério de determinagdo de significancia adotado foi 5%. A analise foi
processada pelo programa estatistico Prismversion 7.0 (GraphPad Software Inc. La
Jolla, CA, USA).
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6 RESULTADOS

6.1 Fase Aguda: caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes

Foram incluidos no estudo 47 pacientes, portadores de doengas cardiovasculares,
em fase aguda da COVID-19 com RT-PCR positivo para coronavirus. As caracteristicas
demograficas, clinicas e laboratoriais desses pacientes foram coletadas durante a
realizacao do LDPM e estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas clinicas, demograficas e laboratoriais dos pacientes na fase aguda

da COVID-19

Caracteristicas (n=47)
Sexo masculino n (%) 27 (57)
Idade na coleta do swab (anos) médiazDP 60 £ 14
Peso (kg) médiatDP 75+ 14
Altura (cm) médiazDP 1,65+ 0,08
indice de massa corpérea (kg\m2) 254 +3,0
Internado por COVID-19 n (%) 24 (51)
Sintomatico de COVID-19 n (%) 30 (64)
Pré-operatério n (%) 14 (30)
Pds-operatério tardio n (%) 13 (28)
Pds-operatério recente n (%) 2 (4)
Doenca arterial coronariana n (%) 33 (70)
Valvulopatia n (%) 13 (28)
Ar ambiente n (%) 34 (72)
Oxigénio n (%) 6 (13)
Ventilagdo mecanica n (%) 7 (15)
Temperatura corporal (C) médiazDP 36 + 1
Saturacao de oxigénio (%) médiatDP 96 +3
Presséo arterial sistélica (mmHg) médiatDP 118 £ 19
Presséo arterial diastélica (mmHg) médiatDP 69 + 11
Frequéncia cardiaca (bpm) médiatDP 77 £16
Frequéncia respiratéria (irpm) médiatDP 257

Medicagoes em uso
Bloqueador do receptor de angiotensina n (%) 10 (21)
Inibidor da enzima conversora de angiotensina n (%) 11 (23)
Betabloqueador n (%) 34 (72)
Bloqueador do canal de célcio n (%) 10 (21)
Vasodilatador n (%) 4 (9)
Nitrato n (%) 4 (9)
Diurético n (%) 26 (55)

Continua
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Conclusao
Estatina n (%) 30 (64)
Hipoglicemia n (%) 2(4)
Insulina n (%) 19 (40)
Acido acetilsalicilico n (%) 24 (51)
Corticoide n (%) 45 (96)
Antiagregante plaquetario n (%) 11 (23)
Anticoagulante oral n (%) 2 (4)
Heparina n (%) 39 (83)
Antibiotico n (%) 18 (38)
Oseltamivir n (%) 3(6)
Amina n (%) 5(11)
Vasodilatador venoso n (%) 2 (4)
Fatores de risco
Hipertensao arterial sistémica n (%) 38 (81)
Diabetes mellitus n (%) 22 (47)
Dislipidemia n (%) 17 (36)
Tabagismo n (%) 14 (30)
Fibrilagao atrial n (%) 7 (15)
Historia familiar n (%) 6 (13)
Angioplastia coronariana n (%) 15 (32)
Cirurgia de revascularizagdo do miocardio n (%) 10 (21)
Exames laboratoriais
Hematécrito (%) médiatDP 32+9
Hemoglobina (g/dL) médiatDP 11+3
Leucdcitos (células/mm3) médiatDP 8292 + 3668
Plaquetas (células/microlitro) médiatDP 225217 + 114674
Proteina C-reativa (mg/dL) médiatDP 7,6+8,8
Glicemia (mg/dL) médiatDP 150 + 51
Ureia (mg/dL) médiatDP 70 £+ 64
Creatinina (mg/dL) médiatDP 1,3+£0,8
Sddio (mEg/L) médiazDP 138,5+5,2
Magnésio (mg/dL) médiatDP 2,0+0,2
Potassio (mEq/L) médiatDP 46+0,7
Tempo de atividade da protrombina (s) 185+44
Tempo de tromboplastina parcial (s) médiazDP 50,5+ 13,4
INR médiatDP 1,31£0,2
Transaminase oxalacética (U/L) médiazDP 77 £ 116
Transaminase pirtvica (U/L) médiatDP 35+ 26
D- Dimero (mg/L) médiazDP 1648 + 1327
Desidrogenase lactica (UI/L) médiatDP 333 + 235
Ferritina (ng/mL) médiatDP 619 + 64
Fracéo de ejecao do ventriculo esquerdo (%) médiatDP 49,8 + 15,7

Legenda: INR — International Normalized Ratio; DP — desvio-padrédo
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A média de idade foi 60 £ 14 anos e 0 sexo masculino correspondeu a
27147 (57%).

Pouco mais da metade dos pacientes 24/47 (51%) com doencas
cardiovasculares foi internada por COVID-19 e 30/47 (64%) apresentaram sintomas
relacionados a infecgao.

Dos pacientes submetidos ao LDPM na fase aguda (n=47), 14 (30%)
estavam internados em pré-operatério, 13 (28%) estavam em pds-operatorio tardio
(mais de 6 meses de cirurgia) e 2 (4%) em pds-operatdrio recente (menos de 6 meses
de cirurgia).

Em relagdo as comorbidades, a hipertensdo arterial sistémica (HAS) foi
encontrada em 38 (81%) pacientes, a diabetes em 22 (47%), a dislipidemia em
17 (36%), a histéria familiar em 6 (13%) e o tabagismo em 14 (30%) pacientes.

A média e o desvio-padréao (DP) do indice de massa corpérea (IMC) foi
25,4 + 3,0kg/m?. Dentre as principais etiologias de doengas cardiovasculares, 33
(70%) pacientes tinham doenca arterial coronariana e 13 (28%) tinham valvulopatias.

Dentre os principais procedimentos de revascularizagao miocardica, 15 (32%)
pacientes tinham histéria de angioplastia transluminal percutdnea coronariana
(PTCA) e 10 (21%) de cirurgia de revascularizagao miocardica (CRVM).

Dentre as principais variaveis hemodinamicas, foram observados niveis
pressoéricos normais, com valores médios de pressao arterial. sistélica (PAS) de
118 £ 19mmHg, pressao arterial diastélica (PAD) de 69 + 11 mmHg e frequéncia
cardiaca média de 77 + 16 bpm. A maioria dos pacientes se encontrava em ar
ambiente (72%) e a leitura da temperatura corporal foi de 36 £ 1°C.

Uma pouco menos da metade dos pacientes (21/47, 43%) fazia uso de
bloqueadores de receptor da angiotensina ou inibidores do receptor da angiotensina,
4/47 (51%) usavam aspirina regularmente, 11/47 (23%) usavam clopidogrel, e a
grande maioria dos pacientes (83%) fazia uso de heparina nao fracionada.

Durante a doenga, 18/46 (38%) dos pacientes receberam antibidticos, e 45/47
(96%) estavam em uso de corticoide.

Em relagdo as analises laboratoriais, cabe ressaltar a média da proteina
C-reativa de 7,6 £ 8,8 mg/dL (normal inferior a 0,3mg/dL), do D-Dimero de 1648 *
1327 ng/mL (normal inferior a 500ng/mL), e da ferritina de 619 £ 64 ng/mL (normal 30
a 300ng/mL).

A fracdo de ejecdo prévia a avaliagdo da fungcdo microvascular foi analisada,
encontrando-se a média de 49,8 £ 15,7%. Apenas 9 (19%) pacientes tinham a
fracdo de ejecdo <35%, 16 (34%) entre 35-55% e 22 (46%) pacientes tinham fragéao
de ejecao >55% pelo método de Simpson. Dos pacientes que foram a ébito na fase
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aguda, 7 foram por insuficiéncia respiratéria aguda/infeccdo pelo coronavirus e

apenas 1 paciente por choque cardiogénico.

O grupo de voluntarios saudaveis (n=14), que se constituiu no grupo-controle,
também foi avaliado com LDPM. A média de idade do grupo de voluntarios foi
56,3 + 9,6 anos e o sexo masculino correspondeu a 6 (43%) individuos. Dentre as
variaveis hemodinamicas analisadas neste grupo, foram observados valores médios
dos niveis pressoricos de PAS: 133 + 22 mmHg, PAD: 80 + 9mmHg e frequéncia
cardiaca (FC): 98 £ 11bpm.

6.1.1 Avaliagao da fungao microvascular

A Figura 5 mostra os efeitos da LTH no fluxo microvascular cutaneo e reatividade
em pacientes com COVID-19 leve a moderada (M-COVID) ou grave (S-COVID) e
voluntarios saudaveis: (A) Fluxo microvascular cutaneo basal; (B) Fluxo microvascular
maximo durante LTH e (C) aumento percentual no fluxo microvascular induzido por

LTH (da linha de base ao fluxo microvascular de pico).

Os valores estao expressos em diagramas de caixa, onde a linha central
denota o valor mediano; a caixa contém os percentis 25 a 75 do conjunto de dados
e as linhas extremas indicam os valores maximo e minimo. Os resultados foram

analisados usando ANOVA de uma via.

A avaliagdo do fluxo microvascular e reatividade (Figura 5A) mostrou que o
fluxo basal foi semelhante entre os pacientes M-COVID e voluntarios saudaveis
(p=0,69), mas foi maior nos pacientes S-COVID do que nos voluntarios saudaveis
(p=0,005) e pacientes com M-COVID (p=0,01; Figura 5A).

A resposta vasodilatadora microvascular de pico induzida por LTH foi
marcadamente diminuida em ambos os grupos de pacientes (M-COVID, p=0,001;
S-COVID, p<0,0001) em comparagao com o grupo de voluntarios saudaveis
(Figura 5B). O fluxo durante a LTH tendeu a ser menor nos pacientes S-COVID
do que nos pacientes M-COVID (p=0,09). Finalmente, os aumentos percentuais
no fluxo microvascular, desde a linha de base até o pico de fluxo durante a LTH,
também foram significativamente reduzidos em ambos os grupos de pacientes
(M-COVID, p<0,0001; S-COVID, p<0,0001) em comparagdao com o grupo de

voluntarios saudaveis (Figura 5C).
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Figura 5 — Efeitos da LTH no fluxo microvascular cutaneo e reatividade em pacientes com
COVID-19

Em A: Fluxo microvascular cutaneo basal

Em B: Fluxo microvascular maximo durante LTH

Em C: Aumento percentual induzido por LTH (da linha de base ao fluxo microvascular de pico)

Legenda: LTH — hiperemia térmica local
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6.2 Fase Tardia: caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes

Durante a fase de acompanhamento, os pacientes foram recrutados de
forma ambulatorial, preferencialmente em datas que coincidissem com consultas
ambulatorias ja previamente agendadas, 12-15 meses ap0s a primeira analise do
estudo, tendo sido reanalisados 20 pacientes apds a recuperagao da COVID-19. A
média de idade foi 57,3 £ 16,5 anos e 44% eram do sexo masculino.

Dentre as principais variaveis hemodinamicas, foram observados niveis
pressoricos normais, com valores médios de PAS: 117 £ 20mmHg, PAD: 72 + 10 mmHg,
PAM: 87 £+ 13mmHg, e FC: 79 + 16 bpm.

Pouco menos da metade dos pacientes 8 (44,4%) fazia uso de bloqueadores
de receptor da angiotensina ou inibidores do receptor da angiotensina; a grande maioria
estava em uso de betabloqueador [n=13 (7,2)]; 4 (22,2) faziam uso de bloqueador
de canal de calcio; mais da metade [n=10 (55,5)] fazia uso de diuréticos e estatinas;
8 (44,4%) pacientes usavam aspirina regularmente.

Os niveis plasmaticos de proteina C-reativa de alta sensibilidade dos pacientes
foram: 0,2 (0,2-0,4) mg/L, observando-se entdo expressiva queda em relagdo aos
valores da fase aguda (p=0,0001; Figura 6).
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Figura 6 — Niveis sanguineos de proteina C-reativa na fase aguda e no seguimento

Nota: Fase aguda em vermelho: 3,55 [1,4-10,3] mg/L; Seguimento (apds 12-15 meses) em azul:
0,2 [0,2-0,41mg/L
Legenda: PCR — proteina C-reativa

A Tabela 2 mostra as caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes

apos a recuperagao.



Tabela 2: Caracteristicas clinicas dos pacientes apds recuperagao
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Caracteristicas (n=20)
Sexo masculino n (%) 8 (44)
Idade (anos) médiatDP 57,3+16,5
Peso (kg) médiazDP 75+ 14
indice de massa corpérea (kg\m?) médiaxDP 26,3+ 5,1
Pressao arterial sistélica (mmHg) médiatDP 117 £ 20
Pressao arterial diastélica (mmHg) médiatDP 72+10
Pressao arterial média (mmHg) médiatDP 87 +£13
Frequéncia cardiaca (bpm) médiatDP 79+ 16
Hipertensao arterial sistémica n (%) 13 (72,2)
Diabetes mellitus n (%) 6 (33,3)
Dislipidemia n (%) 5 (27,7)
Tabagismo n (%) 6 (33,3)
Doenca arterial coronariana n (%) 8 (44,4)
Valvulopatia n (%) 6 (33,3)
Medicamentos
Bloqueadores do sistema renina-angiotensina-aldosterona n (%) 8 (44.,4)
Betabloqueador n (%) 13 (72,2)
Bloqueador do canal de calcio n (%) 4 (22,2)
Vasodilatador direto n (%) 1(5,5)
Nitrato n (%) 1(5,5)
Diurético n (%) 10 (55,5)
Estatina n (%) 10 (55,5)
Hipoglicemiante oral n (%) 1(5,5)
Insulina n (%) 6 (33,3)

Agente antiplaquetario n (%)

8(44,4)
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6.2.1 Sintomas na fase tardia

Durante a convocagao para a analise da funcdo microvascular na fase de
seguimento, os pacientes foram questionados sobre a persisténcia de sintomas por
mais de trés a quatro semanas apds o inicio dos sintomas de COVID-19, sendo
caracterizado por uma combinagdo de sintomas inespecificos, mais comumente:
fadiga, dispneia, cefaleia, tosse, perda continua do olfato, dor toracica, dor
musculoesquelética, alteragbes cognitivas, disturbios do sono, ansiedade e

intolerancia ao exercicio.

Dos 20 pacientes analisados, 13 relataram persisténcia de sintomas tardios,
sendo eles: fraqueza muscular (3/20), alteragdo de memoria (5/20), insénia (2/20),
alopecia (3/20), dores cronicas (3/20), alteracdo do olfato (1/20) e zumbido (1/20).
Dentre os pacientes com queixas de sintomas tardios, 46% (6/13) relataram ter mais

de um sintoma (Figura 7).

Sintomas tardios (n=20)

ALT memoéria I
Dores cronicas [N
Alopecia NG
Fraqueza muscular [IINIEININGEGEEES
Insonia |G
Zumbido NG
ALT olfato |

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30%

Figura 7 — Frequéncia de sintomas tardios nos pacientes recuperados

Legenda: ALT — alteragéo

A analise comparativa entre as curvas da fungdo microvascular sistémica,
na fase de seguimento, dos pacientes com persisténcia de sintomas e os pacientes
sem sintomas, ndo mostrou diferenga estatistica significativa entre os dois

subgrupos (Figura 8).
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Figura 8 — Analise comparativa entre pacientes com e sem sintomas no seguimento
apos recuperacgao

Legenda: LTH — hiperemia térmica local
6.2.2 Avaliagao da fungao microvascular

Os valores discrepantes dos parametros microvasculares de dois pacientes

foram excluidos da analise, com base no método ROUT.

Uma primeira analise foi realizada entre os voluntarios saudaveis, os pacientes

em fase aguda e os pacientes apds recuperagao.

A Figura 9 mostra os efeitos da hiperemia térmica local (LTH) no fluxo
microvascular cutédneo e reatividade nos pacientes estudados na fase aguda de
COVID-19 (AGUDA), 12-15 meses apds a recuperagcdo (P6s-COVID-19) e em
voluntarios saudaveis: (A) curso de tempo de vasodilatagdo microvascular; (B) areas
sob as curvas de vasodilatagdo microvascular; e (C) pico de fluxo microvascular
durante a HTL.

A avaliagéo da reatividade microvascular dependente do endotélio mostrou
que a vasodilatagdo induzida pela LTH aumentou significativamente apds a
recuperagdo em comparagao com os valores obtidos durante a fase aguda da
COVID-19, e foi semelhante a dos voluntarios saudaveis (Figura 9A).

Consequentemente, as AUC de vasodilatagao aumentaram significativamente
apoés a recuperacgao (95,415 (75,552-121,399) vs. 57,555 (40,509-78,310) APU/mmHg/s)
(p=0,009), mas nao foram diferentes dos valores obtidos em voluntarios saudaveis
[111,745 (78,112) -123,754) APU/mmHg/s, p=0,85], Figura 9B).
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O pico de fluxo microvascular durante a LTH também foi significativamente

aumentado [116,5 (96,5-144,5) vs. 84 (61,2-140,5) APU (p=0,02), mas nao diferente dos
valores obtidos em voluntarios saudaveis [145,5 (119-173,3) APU, p=0,55; Figura 9C].
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Figura 9 — Efeitos da LTH no fluxo microvascular cutaneo na fase aguda e apds recuperacao
dos pacientes e nos voluntarios saudaveis

Em A: Curso de tempo de vasodilatagdo microvascular

Em B: Areas sob as curvas de vasodilatagdo microvascular
Em C: Pico de fluxo microvascular durante HTL

Legenda: LTH — hiperemia térmica local

Finalmente, os valores basais do fluxo microvascular ndo foram diferentes entre
o periodo de recuperacao e a fase aguda [12,5 (8,7-16) vs. 9,5 (7-12,7) APU; p=0,52]
ou comparados com os de voluntarios saudaveis [8,5 (6,7-10,5) APU; p=0,08].

A Figura 10 mostra os efeitos da hiperemia térmica local (LTH) no fluxo
microvascular cutédneo e reatividade nos pacientes estudados na fase aguda de
COVID-19 (AGUDA) e ap6s a recuperagao (P6s-COVID-19).

A avaliagao da reatividade microvascular dependente do endotélio mostrou
que a vasodilatacdo induzida pela LTH foi significativamente aumentada apds a
recuperacgao, quando comparada com os valores obtidos durante a fase aguda da
COVID-19 (Figura 10A).
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Assim, as areas sob as curvas de vasodilatagcdo aumentaram significativamente
apos a recuperagao (103,901 + 39,114 vs. 62,240 + 31,823 APU/mmHg/s; p=0,0006;
Figura 10B).

O fluxo microvascular médio durante a LTH também aumentou significativamente
[116,5 (96,5-144,5) vs. 84 (61,2-140,5) APU; p=0,01; Figura 10C). Por fim, os valores
basais de fluxo microvascular ndo foram diferentes entre o periodo de recuperagao
e a fase aguda [12,5 (8,7-16) vs. 9,5 (7-12,7) APU; p=0,39).
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Figura 10 — Efeitos da LTH no fluxo microvascular cutaneo na fase aguda e apds recuperacao
dos pacientes

Em A: Curso de tempo de vasodilatagdo microvascular

Em B: Areas sob as curvas de vasodilatagdo microvascular
Em C: Fluxo microvascular médio

Legenda: LTH — hiperemia térmica local
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7 DISCUSSAO

A disfuncdo microvascular e o papel do endotélio vascular tém sido cada
vez mais implicados na sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA) e no
impacto sistémico da infeccdo por SARS-CoV-2. As células endoteliais sdo cruciais
na regulagado da homeostase vascular, prevenindo a coagulagao, controlando o fluxo
sanguineo e regulando o estresse oxidativo e as reacdes inflamatdrias.?8”

Este estudo procurou avaliar, através de fluxometria laser Doppler (LDPM), a
presenca de alteragbes microvasculares sistémicas em pacientes com COVID-19,
hospitalizados em hospital de cardiologia do Rio de Janeiro, inicialmente na fase
aguda da doenga e, posteriormente, 12 a 15 meses apos a recuperagao.

Na populagao deste estudo, a maioria dos pacientes era do sexo masculino
(57%), com média de idade 60+14 anos, de forma semelhante a outras séries, como
a de estudo chinés,® na qual a populagéo tinha entre 30-69 anos (77,8%), e 51,4%
eram do sexo masculino.848°

O IMC foi 25,413 kg/m?, demonstrando ndo ser um grupo com obesidade, o
que poderia aumentar a chance de alteragbes da fung¢do endotelial.5%8°

A populacao estudada foi composta por pacientes com cardiopatias diversas,
principalmente coronariopatias (70%) e valvulopatias (28%), e variadas comorbidades,
como diabetes e hipertensdo arterial.

De fato, HAS foi encontrada em 38 (81%) pacientes, diabetes em 22 (47%),
dislipidemia em 17 (36%), historia familiar em 6 (13%) e tabagismo em 14 (30%)
pacientes. No estudo de Richardson et al.,®®> as comorbidades mais comuns foram
hipertensao (56,6%), obesidade (41,7%) e diabetes (33,8%).

E importante ressaltar que a existéncia de condicdes patoldgicas subjacentes
no momento da infeccao pelo SARS-CoV-2 poderia ocasionar um viés na avaliagao
da associagédo entre as alteracbes microvasculares sistémicas e a infecgdo pelo
novo coronavirus. Todavia, a reavaliacdo tardia desses pacientes possibilitou
reduzir esse viés, uma vez que, persistindo as doengas e comorbidades de base, a
resolugao das alteragdes microvasculares pode ser atribuida a auséncia da infecgao
(COVID-19) ativa.

Ha evidéncias crescentes de envolvimento vascular na patogénese da
COVID-19 grave, com exames de imagem revelando anormalidades de perfusdo no
cérebro de pacientes com COVID-19, mostrando problemas neuroldgicos®® além de
anormalidades de perfusao nos pulmdes de COVID -19 pacientes com pneumonia.®
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Relato de caso publicado por esta equipe de pesquisadores, logo apds o
inicio do estudo, demonstrou que uma mulher jovem com COVID-19, doenga valvar
cardiaca e esferocitose, apresentou importante disfuncdo microvascular durante a
fase aguda da COVID-19, com melhora apds a recuperagao clinica e laboratorial,
paralela a melhora da inflamacéo sistémica e envolvimento pulmonar.®® Interessante
notar que a avaliagdo da fungdo endotelial na COVID-19 sugere que ndo apenas
individuos com comorbidades, mas também jovens sem qualquer comorbidade,
podem ter a funcdo endotelial afetada, conforme demonstrado.®® O seu relato de
caso, com diferentes técnicas de avaliacdo de reatividade vascular, demonstrou que,
numa mulher de 24 anos com infeccdo por COVID-19, a dilatagao mediada por fluxo
e por nitroglicerina encontravam-se reduzidas, e medi¢des repetidas uma semana
apos a infeccao revelaram melhora de todos os parametros.®’

A disfungdo da célula endotelial tem sido descrita como uma caracteristica
central da COVID-19. A apoptose de células endoteliais € um possivel mecanismo
pelo qual o endotélio pode se tornar disfuncional na vigéncia de infeccdo por
COVID-19.7® Além disso, a inflamacdo sistémica pode ser responsavel por
anormalidades da funcao endotelial®?> através da agao de citocinas circulantes e
espeécies reativas de oxigénio. Um exemplo é a sepse, na qual a liberacdo de
mediadores inflamatorios e moléculas reativas para destruir patogenos pode, em
ultima instancia, causar dano endotelial.®® A resposta inflamatdria, impulsionada por
varias citocinas, incluindo aquelas originadas de adipécitos perivasculares, pode
agravar a disfungao endotelial por meio do desacoplamento endotelial da sintese
do 6xido nitrico e da produgdo de espécies reativas de oxigénio, interferindo na
resposta vasodilatadora dependente do endotélio.*

No presente trabalho, a avaliagao do fluxo microvascular e reatividade na fase
aguda da doenga demostrou que o fluxo basal foi semelhante entre os pacientes
com COVID-19 moderada e voluntarios saudaveis, mas foi maior nos pacientes com
COVID-19 grave. Tais achados foram descritos em estudo deste grupo,®® que mostrou
ainda que os niveis de citocinas e quimiocinas seéricas, envolvidas na regulacéo da
funcdo vascular e da inflamacéo, estdo aumentados em pacientes com COVID-19

grave em comparagédo com aqueles com doenga nao grave.

A resposta vasodilatadora microvascular de pico induzida por hiperemia
térmica local foi marcadamente diminuida em ambos os grupos de pacientes com
COVID-19 em comparagao com o grupo de voluntarios saudaveis, e o fluxo durante
a LTH tendeu a ser menor nos pacientes COVID-19 grave do que nos pacientes
COVID-19 moderada.
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Rovas et al.?*® demostraram também alteracdes microvasculares em pacientes
com COVID-19 moderada a grave com uma reducdo de até 90% na densidade
vascular, especialmente, os pacientes graves em ventilagdo mecanica.®® Com o
uso de iontoforese de acetilcolina,® pacientes moderados a graves com COVID-19
mostraram uma reatividade endotelial prejudicada. Da mesma forma,*® relataram
prejuizo na reatividade microvascular, usando espectroscopia no infravermelho,
em pacientes com COVID-19 em comparacdo com controles saudaveis, o que foi
associado a gravidade da sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA).

Segundo Bourcier et al.®® e Dumas et al.'® as alteragbes microvasculares
estdo fortemente associadas a mortalidade e faléncia de érgéos na sepse e choque
séptico. Cabe ressaltar que todos os pacientes com COVID-19 grave (e com as
maiores alteragbes da resposta vasodilatadora da microcirculagdo) desta amostra
evoluiram para obito durante a internagdo. Assim, tendo em vista que a presenca e
a intensidade das alteragbes microvasculares sistémicas durante a fase aguda da
COVID-19 podem estar relacionadas a evolugéo e ao prognostico da doencga, deve-se
destacar a importancia da avaliagao da reatividade microvascular nesses pacientes.

A avaliagéo da reatividade microvascular dependente do endotélio mostrou
que a vasodilatacao induzida por hiperemia térmica local aumentou significativamente
apos a recuperagao em comparagao com os valores obtidos durante a fase aguda da
COVID-19, e foi semelhante aos controles saudaveis. O pico de fluxo microvascular
durante a hiperemia térmica local também foi significativamente aumentado, mas nao
diferente dos valores obtidos em voluntarios saudaveis. Por fim, os valores basais
do fluxo microvascular ndo foram diferentes entre o periodo de recuperacéo e a
fase aguda ou comparados com os de voluntarios saudaveis.

A disfuncdo endotelial persistente foi demonstrada apds a recuperacédo da
COVID-19 em alguns estudos.’ Chioh et al.’ encontraram niveis elevados de
células endoteliais circulantes, um biomarcador de lesdo vascular, em pacientes que
se recuperaram de COVID-19, especialmente naqueles com condi¢des preexistentes,
como hipertensao ou diabetes.

E possivel hipotetizar que a disfuncdo microvascular sistémica possa ocorrer
em pacientes com COVID-19, paralelamente ao estado inflamatério da doenca,
apresentando melhora no seguimento a longo prazo. Durante o seguimento de
longo prazo, 65% dos pacientes aqui estudados relataram persisténcia de sintomas,
mais comumente: fadiga, dispneia, cefaleia, tosse, perda do olfato, dor toracica,
dor musculoesquelética, alteragdes cognitivas, disturbios do sono, ansiedade e
intolerancia ao exercicio. Dentre os pacientes com queixas de sintomas tardios,
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46% (6/13) relataram ter mais de um sintoma. Esse resultado se compara aos
achados de Charfeddine et al.,'® que relataram que 77,4% dos pacientes estudados
apresentaram persisténcia de sintomas tardios, sendo os principais: fadiga, dispneia,
dor toracica, dor articular, palpitagdo, anosmia e disgeusia, perda de cabelo, sintomas
cognitivos e dificuldades neurocognitivas.

Com o aumento do conhecimento sobre a COVID-19 e a descrigdo da COVID
longa,®* surgiu a hipétese de que sintomas e manifestagdes clinicas de longo
prazo poderiam ser devidos a disfungcdo endotelial persistente.’® No estudo de
Charffedine et al.'® houve associagdo entre sintomas persistentes e a presencga
de alteragdes microcirculatérias. Por outro lado, no presente trabalho, reatividade
microvascular dependente do endotélio ndo foi significativamente diferente entre os
grupos de sintomaticos e sem sintomas tardios. O pequeno numero de pacientes
avaliados, bem como diferencas entre métodos de avaliacdo microcirculatoria sao
possiveis razbes para explicar tal diferenca.

De fato, caracteristicas da amostra, como o numero reduzido e a presenga
de cardiopatias podem ser vistas como limitacbes do estudo. Entretanto, este
pode servir para ressaltar a importancia da avaliacido da reatividade microvascular
nos pacientes com COVID-19, tendo em vista que a presenca e a intensidade das
alteragdes microvasculares sistémicas durante a fase aguda da COVID-19 podem
estar relacionadas a evolugao e ao prognostico da doenga.
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8 CONCLUSOES

+ Pacientes com COVID-19 grave ou moderada apresentaram disfungéo
endotelial microvascular sistémica.

+ Doze a quinze meses ap6és a fase aguda da COVID-19, observou-se melhora
das respostas vasodilatadoras microvasculares dependentes do endotélio.

+ Na fase aguda, a resposta vasodilatadora microvascular de pico induzida
por hiperemia térmica local foi marcadamente diminuida em ambos os
grupos de pacientes com COVID-19 (moderada e grave), em comparagao
com o grupo de voluntarios saudaveis.

* Na fase tardia, a avaliagado da reatividade microvascular dependente do
endotélio mostrou que a vasodilatagado induzida pela hiperemia térmica
local aumentou significativamente apds a recuperagdo em comparagao
com os valores obtidos durante a fase aguda da COVID-19, e foi
semelhante a dos controles saudaveis.

* Individuos com sintomas tardios (12 a 15 meses apds a infecgédo) nao
apresentaram diferenca da resposta microvascular dependente do
endotélio quando comparados aos pacientes sem sintomas.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background: Microvascular dysfunction, serum cytokines and chemokines may play important roles in patho-

Laser Doppler perfusion monitoring physiology of coronavirus disease 2019 (COVID-19), especially in severe cases.

COV[D’]? . Methods: Patients with COVID-19 underwent non-invasive evaluation of systemic endothelium-dependent

l;;l;linﬂ]eha] d{f:;:;ﬁ:zmﬁ microvascular reactivity - using laser Doppler perfusion monitoring in the skin of the forearm - coupled to
local thermal hyperemia. Maximal microvascular vasodilatation (44 °C thermal plateau phase) was used as
endpoint. A multiplex biometric immunoassay was used to assess a panel of 48 serum cytokines and chemokines.
Severe COVID-19 (S-COVID) was defined according to WHO criteria, while all other cases of COVID-19 were
considered mild to moderate (M-COVID). A group of healthy individuals who tested negative for SARS-CoV-2
served as a control group and was also evaluated with LDPM.
Results: Thirty-two patients with COVID-19 (25% S-COVID) and 14 controls were included. Basal microvascular
flow was similar between M-COVID and controls (P = 0.69) but was higher in S-COVID than in controls (P =
0.005) and M-COVID patients (P = 0.01). The peak microvascular vasodilator response was markedly decreased
in both patient groups (M-COVID, P = 0.001; S-COVID, P < 0.0001) compared to the healthy group. The percent
increases in microvascular flow were markedly reduced in both patient groups (M-COVID, P < 0.0001; S-COVID,
P < 0.0001) compared to controls. Patients with S-COVID had markedly higher concentrations of dissimilar
proinflammatory cytokines and chemokines, compared to patients with M-COVID.
Conclusions: In patients with COVID-19, especially with S-COVID, endothelium-dependent microvascular vaso-
dilator responses are reduced, while serum cytokines and chemokines involved in the regulation of vascular
function and inflammation are increased.

Abbreviations: p-NGF, nerve growth factor; CCL2/MCP-1, monocyte chemoattractant protein-1; CCL3/MIP-1a, human macrophage inflammatory protein-1- a;
CCL4/MIP-1p, macrophage inflammatory protein-1p; CCL5/RANTES, regulated upon activation normal Tcell expressed and secreted; CCL7/MCP-3, monocyte-
specific chemokine-3; CCL247CTACK, cutaneous T cell-attracting chemokine; COVID-19, coronavirus disease 2019; CXCL10/IP-10, IFN-y-inducible protein-10;
LDPM, laser Doppler perfusion monitoring; LTH, local thermal hyperemia; FGF basic, basic fibroblast growth factor; G-CSF, granulocyte colony-stimulating factor;
GM-CSF, granulocyte-monocyte colony-stimulating factor; GRO-a, growth-related oncogene-; IFN, interferon; IL, interleukins; IL-1Ra, IL-1 receptor antagonist; IL-
2Ra, soluble IL-2 receptor «; IL-12p40, IL-12 subunit p40; IL-12p40, IL-12 subunit p70; LIF, leukemia inhibitory factor; M-COVID, mild to moderate COVID-19; M-
CSF, macrophage colony-stimulating factor; Mers-CoV, middle east respiratory syndrome coronavirus; MIF, migration inhibitory factor; MIG, monokine induced by
interferon-y; PDGF-BB, platelet-derived growth factor; RT-PCR, reverse transcription polymerase chain reaction; S-COVID, severe COVID-19; SARS-CoV-2, severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2; SCF, stem cell factor; SCGF- p, steam cell growth factor-g; SDF-1c, stromal cell-derived factor-1a; TNF, tumor necrosis
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1. Introduction

Coronavirus disease 2019, or COVID-19, is an acute viral illness
caused by the Severe Acute Respiratory Syndrome coronavirus 2 (SARS-
CoV2) (Meyerowitz et al., 2020). It has affected all regions of the world,
and as of 23rd November 2020, there have been 58,425,681 confirmed
cases and 1,385,218 deaths, reported to the World Health Organization
(WHO, 2020). It is transmitted by respiratory droplets, with an RO of
2-3, and has a mean incubation time of five days (Meyerowitz et al.,
2020). Most cases (80%), when symptomatic, present with fever and
upper respiratory and gastrointestinal tract symptoms (Casas-Rojo et al.,
2020; Richardson et al., 2020; Wu and McGoogan, 2020), many of
which with olfactory and gustatory dysfunctions (Passali and Bentivo-
glio, 2020). Most importantly, around 15% of patients present a severe
form of disease, that evolves over 7 to 10 days with dyspnea, a respi-
ratory rate of over 30/min, blood oxygen saturation less than 93%,
partial pressure of arterial oxygen to inspired oxygen fraction ratio <
300, and/or lung infiltrates occupying over 50% within 24 to 48 h;
around 5% become critically ill, with respiratory failure, septic shock,
and/or multiple organ dysfunction (Grasselli et al., 2020; Richardson
etal., 2020; Wu and McGoogan, 2020). This imposes a heavy burden on
intensive care beds, even in high-income countries, as recognized early
on (Grasselli et al., 2020).

Two main features are noticed in the severe form: intense systemic
inflammation and hypercoagulability (Connors and Levy, 2020). The
expression “cytokine storm” has been proposed to depict this clinical
situation (Mehta et al., 2020; Ruan et al., 2020). A multicenter study in
150 severe COVID-19 cases showed that high levels of ferritin and IL-6
were associated to death (Ruan et al., 2020). High Creactive protein
levels and d-dimer were also related to disease severity (Mehta et al.,
2020).

Therapeutic measures to address the systemic inflammatory syn-
drome depicted have been studied. So far, there is an established role for
steroids. They have been used with success in the severe forms of pul-
monary disease, with a significant impact on decreasing the need for
invasive ventilation and death, and rapid improvement in PaO,/FiOy
and a drop in CRP levels (Salton et al., 2020). The benefit of using ste-
roids has been proved by a randomized trial that was conducted with a
total of 2104 patients given dexamethasone 6 mg once per day for ten
days and compared with 4321 patients randomized to usual care alone
(Horby et al., 2020). Among the patients who received usual care alone,
28-day mortality was highest in those who required ventilation (41%),
intermediate in those patients who required oxygen only (25%), and
lowest among those who did not require any respiratory intervention
(13%). Dexamethasone reduced deaths by one-third in ventilated pa-
tients and by one fifth in other patients receiving oxygen only. However,
there was no benefit among those patients who did not require respi-
ratory support (Horby et al., 2020).

Tocilizumab, a humanized monoclonal antibody that binds human
interleukin-6 receptors, has a less clear role in severe COVID-19, as re-
sults from randomized trials reported to have failed to show mortality
benefit at 28 or 30 days (Parr, 2020).

Since the beginning of the pandemic, a large number of studies have
attempted to investigate the pathophysiology, clinical course and
treatment options of COVID-19 (Aguilar et al., 2020; Petrilli et al., 2020;
Psotka et al., 2020; Stratton et al., 2020). Understanding the patho-
physiology of COVID-19 is crucial for scientific knowledge, the ability to
identify clinical correlations, and the development of therapeutic stra-
tegies. In that context, microvascular dysfunction has been shown to
play a key role in the pathophysiology of COVID-19 (Damiani et al.,
2020; De Lorenzo et al., 2020a; Pons et al., 2020; Sardu et al., 2020). In
fact, it has been suggested that vascular endothelial cells are a common
link between the invasion of the body by SARS-CoV-2 and pre-existing
cardiometabolic diseases (De Lorenzo et al., 2020b; Tibirica and De
Lorenzo, 2020a,b). In addition, patients diagnosed with moderate or
severe COVID-19 present increased levels of proinflammatory cytokines,
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particularly interleukin-6 and tumor necrosis factor-o (G. Chen et al.,
2020). Cytokine release syndrome (“cytokine storm™), which is charac-
terized by a massive increase in the levels of proinflammatory cytokines,
is known to be the major cause of morbidity and mortality in patients
infected by SARS-CoV-2 (G. Chen et al., 2020).

Clinical studies on microcirculatory physiology have been performed
for a long time, in the context of several conditions (Roustit and Cra-
cowski, 2012), and using different methods (Cracowski and Roustit,
2016). Of note, the cutaneous microcirculation is an accessible and
representative vascular bed that can be used for the evaluation of sys-
temic microcirculatory flow and reactivity (Holowatz et al., 2008). Laser
Doppler perfusion monitoring (LDPM) is a noninvasive method for the
evaluation of systemic microvascular endothelial function, and LDPM
has already proven useful in many clinical conditions (Turner et al.,
2008), including cardiovascular and metabolic diseases (de Moraes
et al.,, 2016; Gomes et al., 2008; Kaiser et al., 2013), rheumatologic
diseases (Ruaro et al., 2017; Weibel et al., 2007) and circulatory shock
(either septic or cardiogenic) (Mongkolpun et al., 2020; Orbegozo et al.,
2018). Most published data concerning LDPM have validated the site of
the skin of the forearm for the measurements, which is more accessible
and more representative of general skin microvascular function (Cra-
cowski and Roustit, 2016). Systemic microvascular reactivity can be
evaluated using LDPM combined with cutaneous local thermal hyper-
emia (LTH), as the vasodilatory response in the skin due to LTH repre-
sents, fundamentally, endothelium-dependent microvascular reactivity
(Roustit and Cracowski, 2012; Ugenti et al., 2018). In fact, LTH induces
a biphasic curve of cutaneous microvascular vasodilation; the initial
peak (2-5 min) represents the local sensory nerve axon reflex (Roustit
and Cracowski, 2013), while the second peak (15 min) characterizes the
release of endothelial vasodilators, predominantly nitric oxide (Roustit
and Cracowski, 2013). This methodology has already been used in the
description of endothelial dysfunction and altered microvascular reac-
tivity in different cardiovascular and metabolic diseases, including
arterial hypertension (Rossi et al., 2008; Ullyot, 1990; Virdis and Taddei,
2011) type 1 diabetes (Sorelli et al., 2019), hypercholesterolemia
(Holowatz and Kenney, 2011; Holowatz et al., 2011) polycystic ovary
syndrome and metabolic syndrome (Ketel et al., 2008). Furthermore,
LTH has been used as a clinical surrogate marker in various diseases,
such as Raynaud’s phenomenon and systemic sclerosis (Boignard et al.,
2005; Roustit et al., 2008). In the present study, maximal endothelium-
dependent microvascular vasodilatation (44 °C thermal plateau phase)
was measured during the last 5 min of the second peak of microvascular
flow resulting from LTH (a representative example of the recordings is
presented in Fig. 1).

Given that the presence and intensity of systemic microvascular
changes during the acute phase of COVID-19 may be related to disease
progression and prognosis, the evaluation of microvascular reactivity in
COVID-19 patients may offer relevant information. Thus, we used
LDPM, which provides a noninvasive, simple and repeatable evaluation
of tissue perfusion (Tibirica and De Lorenzo, 2020a), combined with
LTH, to compare the systemic microvascular flow and reactivity in pa-
tients with mild-to-moderate or severe COVID-19 with that in age-
matched healthy volunteers who tested negative for SARS-CoV-2. We
also evaluated the plasma levels of different cytokines and chemokines
with pro- or anti-inflammatory effects or with biological effects on
vascular function, as these molecules might be involved in the patho-
physiology of endothelial dysfunction in the context of acute COVID-19.

2. Methods

Patients with COVID-19 who were admitted to the National Institute
of Cardiology, Ministry of Health, Rio de Janeiro, Brazil, were included
after signing an informed consent form. A responsible family member
signed the informed consent form when the patients were unable to sign
it themselves. All the patients had underlying cardiac disease. The study
was approved by the Institutional Review Board and was registered and
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Fig. 1. Representative recording of skin microvascular flow using laser Doppler perfusion monitoring coupled with local thermal hyperemia (LTH) of a healthy

volunteer.
APU, arbitrary perfusion units.

made public at ClinicalTrials.gov (NCT4406545).

The patients had SARS-CoV-2, which was detected by RT-PCR
analysis of nasopharyngeal swabs, and met the criteria for hospitaliza-
tion either due to their underlying condition or due to COVID-19 (Berlin
et al,, 2020; Wiersinga et al.,, 2020). The demographic, clinical and
laboratory data were recorded. The laboratory data included in this
study were obtained within 24 h of the assessment of microvascular
reactivity, and the serum cytokine levels were evaluated on the same
day when LDPM was performed.

Severe COVID-19 (S-COVID) was defined according to the WHO
criteria, while all the other cases of COVID-19 were considered mild to
moderate (M-COVID) (https://www.who.int/docs/default-sour
ce/coronaviruse/who-china-joint-mission-on-covid-19-final-report.pd
f). Due to the very distinct characteristics and management (especially
the need for vasoactive drugs), the groups were analyzed separately:
patients without severe disease (M-COVID) and patients with severe
disease (S-COVID).

A group of healthy volunteers (without chronic diseases or cardiac
risk factors) was recruited from hospital staff members who tested
negative for SARS-CoV-2. This group was also evaluated with LDPM and
served as a control group. This group did not undergo cytokine
assessment.

2.1. Evaluation of microvascular flow and reactivity

The evaluation of the microvascular flow and reactivity was per-
formed within one week after admission, during the acute phase of
disease, using a single-point laser Doppler perfusion monitoring (LDPM)
system (Periflux 5001, Perimed, Jarfalla, Sweden) to noninvasively
measure systemic microvascular perfusion changes (in arbitrary perfu-
sion units [APU = 10 mV]), as previously described (Cracowski and
Roustit, 2016; Salgado et al., 2014), using heating laser probes (PF 457,

Perimed). The probes were attached to the skin with adhesive tapes, thus
limiting movement artifacts. Moreover, patients were asked not to move
during the recording period. After measuring the resting microvascular
flow on the skin of the forearm for 5 min, the maximal microvascular
vasodilatation was assessed using prolonged (20 min) local heating of
the laser probe to 44 °C (local thermal hyperemia, LTH, Fig. 1), as
previously described in detail (Salgado et al., 2014; Ugenti et al., 2018).
Maximal vasodilatation (44 °C thermal plateau phase) corresponds to
the mean microvascular flow during the last 5 min of the second peak.
Data were digitized and stored on a computer and analyzed off-line with
signal processing software (PeriSoft, Perimed, Jérfdlla, Sweden). We
also compared the individual percentage increase of endothelium-
dependent microvascular conductance (Fig. 2C), to normalize the re-
sults to baseline values of microvascular flow, which is measure in
arbitrary perfusion units.

2.2, Multiplex immumnoassay

Blood samples were collected from a peripheral vein and stored on
ice. Plasma was obtained by centrifugation at 800g for 15 min at 4 °C,
aliquoted, and stored at —70 °C until the day of analysis. A multiplex
biometric immunoassay, using fluorescently dyed microspheres conju-
gated to monoclonal antibodies specific for a target protein, was used to
measure 48 cytokine and chemokine cell signaling molecules according
to the manufacturer’s instructions (Bio-Plex Human Cytokine Assay;
Bio-Rad Inc., Hercules, CA, USA). The cytokines measured were in-
terleukins, including IL-1a, IL-1B, IL-1 receptor antagonist (IL-1Ra), IL-2,
soluble IL-2 receptor o (IL-2Ra), IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-
10, IL-12 subunit p40(IL-12p40), IL-12 subunit p70 (IL-12p70), IL-13,
IL-15, 11-16, IL-17A, and IL-18; interferons, including IFN-a2 and IFN-
y; tumor necrosis factors (TNF-o, TNF-B, and TNF-related apoptosis
inducing ligand [TRAIL]); growth factors, including stem cell factor
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Fig. 2. Effects of local thermal hyperemia (LTH) on cutaneous microvascular
flow and reactivity in patients with mild-to-moderate (M-COVID) or severe (S-
COVID) COVID-19 and in COVID-19-negative age-matched healthy volunteers:
(A) Baseline cutaneous microvascular flow; B) Maximum microvascular flow
during LTH and C) percent increase in microvascular flow induced by LTH
(from baseline to peak microvascular flow).

The values are expressed as box and whisker plots, where the centerline denotes
the median value, the box contains the 25th to 75th percentiles of the dataset
and the whiskers indicate the maximum and minimum values. The results were
analyzed using one-way ANOVA.

APU, arbitrary perfusion units.
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(SCF), basic fibroblast growth factor (FGF basic), nerve growth factor
(B-NGF), hepatocyte growth factor (HGF), leukemia inhibitory factor
(LIF), platelet-derived growth factor (PDGF-BB), vascular endothelial
growth factor (VEGF), steam cell growth factor-p (SCGF- f), granulocyte
colony-stimulating factor (G-CSF), macrophage colony-stimulating fac-
tor (M-CSF) and granulocyte-monocyte colony-stimulating factor (GM-
CSF); and finally chemokines, including cutaneous T cell-attracting
chemokine (CCL247CTACK), eotaxin, growth-related oncogene-o
(GRO-a), IFN-y-inducible protein-10 (CXCL10/IP-10), monocyte che-
moattractant protein-1 (CCL2/MCP-1), monocyte-specific chemokine-3
(CCL7/MCP-3), migration inhibitory factor (MIF), monokine induced by
interferon-y (MIG), macrophage inflammatory protein (CCL3/MIP-1a
and CCL4/MIP-1p), regulated upon activation normal Tcell expressed
and secreted (CCL5/RANTES), and stromal cell-derived factor-1a (SDF-
1a). The cytokine levels were determined using a multiplex array reader
from Luminex™ Instrumentation System (Bio-Plex Workstation from
Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA). The analyte concen-
trations were calculated using software provided by the manufacturer
(Bio-Plex Manager Software).

2.3. Statistical analysis

The results are presented as the mean + SD or median (25th-75th
percentiles) for the parametric or nonparametric parameters, respec-
tively, according to the Shapiro-Wilk normality test. The statistical an-
alyses were performed using one-way ANOVA followed by Tukey’s
multiple comparisons test. The cytokine and chemokine data were
analyzed using the two-tailed unpaired Mann-Whitney test. Contingency
tables were analyzed using chi-square tests. P values < 0.05 were
considered statistically significant. All the statistical analyses were
performed using Prism, version 7.0 (GraphPad Software Inc. La Jolla,
CA, USA).

3. Results
3.1. Clinical and demographic characteristics

Thirty-two COVID-19 patients and 14 healthy volunteers were
included. Table 1 depicts the demographic and clinical characteristics of
these individuals. Twenty-four (75%) patients had mild-to-moderate
disease and were managed in regular hospital beds, while 8 (25%)
required admission to the ICU for mechanical ventilation and/or he-
modynamic support. The mean age of the patients with M-COVID was
58.2 £ 14.1 years, and that of the patients with S-COVID was 65.6 + 6.5
years; in these groups, 54% and 100% of the patients were male,
respectively.

3.2. Microvascular function evaluation

Evaluation of the microvascular flow and reactivity (Fig. 2) showed
that the basal flow was similar between the M-COVID patients and
healthy volunteers (P = 0.69) but was higher in the S-COVID patients
than in the healthy volunteers (P = 0.005) and M-COVID patients (P =
0.01; Fig. 2A). The peak microvascular vasodilator response induced by
LTH was markedly decreased in both the patient groups (M-COVID, P =
0.001; S-COVID, P < 0.0001) compared to the healthy volunteer group
(Fig. 2B). The flow during LTH tended to be lower in the S-COVID pa-
tients than in the M-COVID patients (p = 0.09). Finally, the percent
inereases in the microvascular flow, from baseline to peak flow during
LTH, were also markedly decreased in both the patient groups (M-
COVID, P < 0.0001; S-COVID, P < 0.0001) compared to the healthy
volunteer group (Fig. 2C).

3.3. Serum cytokine and chemokine levels

Of the 48 cytokines and chemokines tested, several displayed
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Table 1
The clinical characteristics of healthy controls and mild-to-moderate COVID-19
(M-COVID) or severe COVID-19 (S-COVID) patients.

Parameter M-COVID S-COVID (nt HEALTHY P-value
(n=24) =8) (n=14)
Age (years) 58.2 + 14.1 65.6 + 6.5 56.3 + 9.6 0.20
Male n (%) 13 (54) 8 (100) 6 (43) 0.03
SAP (mmHg) 115+ 14 131 +28 133 £ 22 0.01
DAP (mmHg) 69 +10 68 +£ 15 80+9 0.01
MAP (mmHg) 86+ 11 89 +18 98 + 11 0.02
BMI (kg/mz) 28.3 £ 55 205+21 N/D 0.55
Heart rate (bpm) 73+13 93+ 24 N/D 0.003
Sa0, (%) 96.4 + 2.3 98.5+ 1.8 N/D 0.02
Hypertensionn (%) 18 (75) 8 (100) N/A 0.30
Diabetes n (%) 12 (50) 5 (65.5) N/A 0.73
Dyslipidemia n (%) 7(29.2) 0(0) N/A 015
Smoking n (%) 7(29.2) 2(25) N/A >0.99
Coronary artery 17 (70.8) 6 (75) N/A >0.99
disease n (%)
Valvular heart disease 5(20.8) 0 (0) N/A 0.30
n (%)
Usual medications
Angiotensin receptor 14 (58.3) 0 (0) N/A 0.004
blockers/ACE
inhibitors
n (%)
Beta-blockers n (%) 21 (87.5) 1(12.5) N/A 0.003
Calcium channel 5(20.8) 1(12.5) N/A >0.99
blockers n (%)
Direct vasodilators n 2(8.3) 1012.5) N/A >0.99
(%)
Nitrates n (%) 2(8.3) 0(0) N/A >0.99
Diuretics n (%) 16 (66.7) 2 (25) N/A 0.09
Statins n (%) 17 (70.8) 1(12.5) N/A 0.01
Oral antidiabetic 2(8.3) 0(0) N/A >0.99
agents n (%)
Insulin n (%) 10 (41.7) 7 (87.5) N/A 0.04
Antiplatelet agents n 20 (83.3) 2 (25.0) N/A 0.005
(%)
Oral anticoagulant 1(4.2) 0 (0) N/A >0.99
agents n (%)
Inpatient management
Antibiotics n (%) 6 (25) 5 (62.5) N/A 0.09
Oseltamivir n (%) 2(8.3) 1(12.9) N/A >0.99
Hydroxychloroquine n 0(0) 0 (0) N/A >0.99
(%)
Vasoactive amines n 0(0) 5 (62.5) N/A 0.0003
(%)
Heparin n (%) 20 (83.3) 7 (87.5) N/A >0.99
Supplementary oxygen 5 (20.8) 0(0) N/A 0.30
(nasal cannula)
n (%)
Mechanical ventilation 0 (0) 7 (87.5) N/A <0.0001
n (%)
Laboratory data
Hematocrit (%) 36.7 24.2 N/D <0.0001
(33.6-40.1) (21.8-30.8)
Hemoglobin (g/dL) 11.9+ 21 8.4+1.7 N/D 0.0001
Leukocytes (mm?) 7687 + 11,774 + N/D 0.004
3267 3237
Platelets (mm?) 238,297 + 218,500 + N/D 0.64
99,642 107,980
hs-CRP (mg/L) 4.2 147 N/D 0.02
(1.2-10.3) (5.6-27.6)
Glycemia (mg/dL) 135 168 N/D 0.37
(125-175) (133-187)
Urea (mgy/dL) 44 1175 N/D 0.05
(29.5-77.5)  (43.2-240.8)
Creatinine (mg/dL) 1.05 1.99 N/D 0.10
(0.86-1.61) (1.01-3.26)

SAP, systolic arterial pressure; DAP, diastolic arterial pressure; MAP, mean
arterial pressure; ACE, angiotensin-converting enzyme; BMI, body mass index;
Sa0,, oxygen saturation; hs-CRP, high sensitivity C-reactive protein; N/D, not
determined; N/A, not applicable.

The results are presented as the mean + SD or the median (25th-75th percentile)
for values that follow or do not follow a Gaussian distribution, respectively
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(Shapiro-Wilk normality test).

P-values were estimated using two-tailed unpaired Student’s t-tests (compari-
sons of two groups for parameters with Gaussian distribution), two-tailed un-
paired Mann-Whitney tests (comparisons of two groups for parameters with non-
Gaussian distribution), or chi-square (Fisher's exact test), for categorical pa-
rameters. The parameters evaluated in the three groups of individuals (M-
COVID, S-COVID and HEALTHY) were analyzed using one-way ANOVA.

significantly different serum concentrations between the patients with
M-COVID and the patients with S-COVID. Regarding proinflammatory
cytokines, the patients with S-COVID had higher serum concentrations
of IL-1a, IL-2R«, IL-6, IL-15, IL-17, IFNa2 and IL-2p40 (Fig. 3).

The patients with S-COVID also had higher serum concentrations of
proinflammatory chemokines, including MCP-1, MIP1p, RANTES, and
IP-10 (Fig. 3). Finally, the anti-inflammatory cytokine IL-5 was also
increased in the patients with S-COVID compared to the patients with M-
COVID (Fig. 3).

4. Discussion

The main findings of this study are as follows: (i) endothelium-
dependent microvascular vasodilator responses evaluated using LDPM
combined with LTH are reduced in patients with COVID-19, especially in
those with severe COVID-19, and (ii) the levels of serum cytokines and
chemokines involved in the regulation of vascular function and
inflammation are increased in patients with severe COVID-19 compared
to those with nonsevere disease.

In our study, the baseline microvascular flow was higher in the pa-
tients with S-COVID than in the healthy volunteers. The marked in-
flammatory response observed in patients with S-COVID, demonstrated
by the higher plasma concentrations of cytokines and chemokines,
compared to M-COVID patients, most likely induced systemic vasodi-
lation that resulted in increased microvascular conductance. Moreover,
in the severely ill patients, systemic vasodilation and decreased tissue
perfusion, which are associated with cellular and metabolic abnormal-
ities, require the use of vasopressors to improve tissue perfusion and
microvascular alterations by restoring the perfusion pressure in vital
organs (De Backer and Foulon, 2019). In our study sample, five out of
eight S-COVID patients were being treated with vasopressor agents,
which could have increased the perfusion pressure and, consequently,
the baseline systemic microvascular flow. Of note, the mean arterial
pressure of the S-COVID patients was maintained in the normal range
(89 + 18 mmHg) during the study procedures.

In this series of patients, during the acute phase of COVID-19, the
systemic endothelium-dependent microvascular reactivity in both the
severe and mild-to-moderate patients was impaired compared with that
in the sex- and age-matched healthy volunteers. In fact, both maximum
microvascular vasodilation and increase in mierovascular conductance
induced by LTH, compared to baseline values, were markedly impaired
in patients with S-COVID, compared with healthy volunteers. Moreover,
the impairment was more pronounced in the patients with S-COVID and
occurred in parallel with the increased plasma levels of proinflammatory
cytokines and chemokines in these patients.

In our study, mild to moderate COVID-19 patients (M-COVID) were
admitted to a clinical ward and received less intensive support than
those with severe COVID-19 (S-COVID), who were all in the Intensive
Care Unit (ICU) and 7 out of 8 on mechanical ventilation. Therefore, the
Sa0, was (marginally, 98 vs. 96%) higher in S-COVID likely due to
ventilation with high oxygen concentrations, versus only oxygen sup-
plementation through facial mask or nasal cannula in M-COVID.
Regarding medications, we should note that most patients with S-
COVID, in the ICU, were on vasopressor medications, and due to he-
modynamic instability had their blood pressure-lowering medications
withdrawn, contributing to a lower number of medications than in pa-
tients with M-COVID.

Importantly, our results demonstrated that increased levels of
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Fig. 3. Plasma concentrations of proinflammatory cytokines, proinflammatory chemokines and anti-inflammatory cytokines in patients with mild-to-moderate (M-

COVID) or severe (S-COVID) COVID-19.

The values are expressed as the medians (25th to 75th percentiles) and were analyzed using the two-tailed unpaired Mann-Whitney test.

proinflammatory cytokines, chemokines, and anti-inflammatory in-
terleukins are associated with COVID-19 severity. Consistent with our
findings, a recent experimental study of SARS-CoV-2-infected mice and
MERS-CoV-infected human microvascular endothelial cells demon-
strated that the expression of the genes encoding the interleukins IL-1a
and IL-6, the chemokines MCP-1, RANTES, and IP-10, and IFN-a2 was
significantly increased within 24 h of infection, and this increased
expression was related to the high infiltration of T cells, NK cells and
monocytes (Yao et al., 2020).

Regarding individual cytokines, interleukins 1a, 2Ra, 6, 15, 17,

12p40, interferon 2, IP 10, MCP1, MIP 1b, RANTES and CTACK, all
with proinflammatory activities, were increased in patients with S-
COVID compared to M-COVID, as well as the anti-inflammatory cyto-
kines IL5 and IL10 (the latter, non significantly).

IL-1¢ is closely linked to the innate immune response and assists in
host defense against infection (Dinarello, 2009). Soluble IL-2Ra is found
at high levels in the circulation of healthy individuals but is further
increased in patients with infection, inflammation and autoimmune
diseases (Damoiseaux, 2020). Soluble IL-2Ra and IL-6 are significantly
correlated with the severity of lung injury and the ratio of arterial
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oxygen partial pressure to fractional inspired oxygen (PaO./FiO;) in
COVID-19 patients with pneumonia. In addition, IL-6 is considered an
independent predictor of adverse prognosis in COVID-19 patients (N.
Chen et al., 2020; Ruan et al., 2020; Zhou et al., 2020).

IL-15 is involved in the early, innate immune defense against viral
infections in humans. Macrophage-derived IL-15 contributes with other
monokines (especially IL-12) to the proinflammatory cascade leading to
innate immune IFN-y production (Fehniger and Caligiuri, 2001).

Interferons are essential in the response to viral infections, and the
IFN-a response in SARS-CoV has been demonstrated in ferrets (Danesh
et al., 2011). Recently, the administration of IFN-o has been tested to
negativize viral RNA in COVID-19 patients (Idelsis et al., 2020).

MCP-1 is a predictor of the outcome of severe sepsis and is associated
with the activated protein C pathway and the genes it induces (N. Chen
et al., 2020). Our results are consistent with a recent study that showed
that chemokines, such as IP-10 and MCP-1, are upregulated in mono-
cytes/macrophages infected with SARS-CoV and are highly involved in
the clinical progression of MERS (Yao et al., 2020). Additionally, IP-10
and MCP-1 were found to be elevated in COVID-19 patients who needed
intensive care treatment (Liu et al., 2020; Wang et al., 2020).

MIP-1p has been shown to be induced by dengue virus infection
(Spain-Santana et al., 2001). MIP-1 is produced by human monocytes
and dendritic cells upon different stimuli and is a chemoattractant for
NK cells, recruiting them to inflammatory sites. NK cells have been
associated with mild dengue (Azeredo et al., 2006). In the study by
Bozza et al. (2008), a correlation between MIP-1p plasma levels and NK
cells was observed, suggesting their role in dengue protective mecha-
nisms. On the contrary, in our study, MIP-1p was higher in patients with
severe COVID-19; larger studies may elucidate if there is a different
pattern of MIP-1p action in COVID-19 compared to dengue infection.

IL-12 and IL-17A were shown to upregulate ACE2 mRNA expression
in the airway epithelial cells of patients with severe COVID-19 and
chronic obstructive pulmonary disease (Ruan et al., 2020). Some of the
biological activities of IL-12 include enhancement of cytotoxic T cells,
generation and activation of lymphokine-activated killer cells, increase
in natural killer (NK) cell cytotoxicity, induction of activated T cell and
NK cell proliferation, and induction of IFN-y production by T and NK
cells. IL-12 is secreted by activated B cells, macrophages, and other
antigen-presenting cells, and its production is inhibited by IL-4 and IL-
10. Therefore, IL-12 plays an important role in cell-mediated inflam-
mation and contributes to the regulation of immunoglobulin production
(Zundler and Neurath, 2015). The increased levels of IL-12 in S-COVID
patients may reflect the ongoing immune response to SARS-CoV-2
infection.

IL-17, another proinflammatory cytokine that is expressed at higher
levels in S-COVID patients, is a product of activated T lymphocytes, and
its biological activities include stimulation of IL-6 and IL-8 production.
IL-17 is highly produced in patients with chronic inflammatory diseases
but is also involved in the pathophysiology of the cardiovascular com-
plications associated with autoimmune and inflammatory diseases
(Maione, 2016). Interestingly, elevated IL-17A levels correlate with
vascular dysfunction in rheumatoid arthritis patients (Marder et al.,
2011). Thus, the elevation of IL-17 might be one of the causative factors
of the microvascular dysfunction observed in our study. Finally, IL-17
has been shown to increase platelet activation and arterial thrombus
formation (Maione et al., 2011), which might help to explain the
thrombotic phenomena found in COVID-19 patients (Raucci et al.,
2020).

RANTES, also known as chemokine ligand CCL5, is involved in
vascular dysfunction by modulating perivascular inflammation.
RANTES is an important chemoattractant for inflammatory cells that
seems to be involved in the pathogenesis of atherosclerosis in humans
and in experimental mouse models (Maione, 2016; Marder et al., 2011).
RANTES can be produced by resident cells in vessels and atherosclerotic
plaques, and in in vitto experiments, its expression is increased by
angiotensin II in the arteriolar and venular endothelium (Maione et al.,
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2011). Experimental findings also suggest that RANTES is involved in
obliterative changes in the pulmonary arteries of patients with pulmo-
nary arterial hypertension (Raucci et al., 2020). In addition, studies have
shown that RANTES inhibitors significantly decreased viremia in SARS-
CoV-2 patients (Raucci et al., 2020).

CTACK is constitutively expressed in normal skin and is upregulated
in wound sites. This chemokine is elevated in the cerebrospinal fluid
samples of HIV-1-positive patients and is correlated with non-
neurological disorders (Kopf et al., 1996). However, our study is the first
to demonstrate the increase in the CTACK levels in patients with COVID-
19. The significance of this finding has yet to be determined.

The complexity of the cytokine/chemokine responses in COVID-19
patients is noteworthy. Huang et al. (2020) showed that patients
infected with SARS-CoV-2 had high levels of IL1p, IFNy, IP10, and
MCP1, probably leading to activated T helper 1 (Th1) cell responses, and
patients requiring ICU admission had higher concentrations of G-CSF,
1P10, MCP1, MIP1a, and TNFa than those not requiring ICU admission,
suggesting that the cytokine storm was associated with disease severity.
However, COVID-19 patients also exhibited increased secretion of T
helper 2 (Th2) cytokines (e.g., IL-4 and IL-10), which suppress inflam-
mation. This observation is consistent with our results, as anti-
inflammatory cytokines such as IL-5, which has a very narrow set of
cellular targets, such as human eosinophils, basophils and a subset of
mast cells, and, thus far, has not been described in COVID-19 patients
(Kopf et al., 1996) and IL-10, which play a central role in limiting the
host immune response to pathogens, thereby limiting damage to the host
(Iyer and Cheng, 2012), were increased (although not significantly in
the case of IL-10) in patients with S-COVID. Further studies may eluci-
date the interplay between proinflammatory/anti-inflammatory medi-
ators, as well as their vascular effects, in COVID-19 patients.

Limitations to this study must be considered. The M-COVID and S-
COVID groups are imbalanced for number, age and sex. This is due to the
“real-world” nature of the study, which was performed with incoming
patients amidst the COVID-19 pandemic; therefore, the differences
reflect epidemiologic characteristics of the pandemic, such as the higher
number of male patients with severe disease, as well as increased age in
this subgroup.

In conclusion, endothelium-dependent microvascular vasodilator
responses evaluated using LDPM combined with LTH are decreased in
patients with COVID-19, especially in those with severe COVID-19. The
levels of serum cytokines and chemokines involved in the regulation of
vascular function and inflammation are increased in patients with severe
COVID-19 compared to those with mild-to-moderate COVID.
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Case Report

Systemic microvascular dysfunction in COVID-19
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Abstract: COVID-19, caused by the severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), while having
lung injury as its most prominent feature, has been increasingly shown to affect endothelial cell function and the
microvasculature. In this report, a woman with COVID-19, cardiac valve disease and spherocytosis was assessed
with laser Doppler perfusion monitoring. Systemic microvascular reactivity was impaired during a worsening phase
of COVID-19, but improved after clinical recovery; microcirculatory dysfunction paralleled systemic inflammation
and pulmonary involvement. The assessment of systemic microcirculatory function may therefore provide insights

on COVID-19 pathophysiology.

Keywords: COVID-19, laser Doppler perfusion imaging, endothelial dysfunction, microvascular reactivity, cardiac

valve disease

Introduction

COVID-19 is the disease caused by the seve-
re acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2), characterized by a flu-like illness,
evolving to a severe systemic inflammatory
syndrome in 5 to 15% of those affected [1-3].
Lung injury with hypoxemia is the most promi-
nent feature, and may lead to the need for
supplementary oxygen or even mechanical ven-
tilation. Mortality is higher among those over
60 and those with diabetes, hypertension, car-
diovascular disease, chronic kidney disease,
chronic pulmonary disease, liver disease and
obesity [1, 2]. Pathophysiology is not fully und-
erstood but endothelial cell dysfunction plays a
major role [4], and few treatment resources
have proven effective [5, 6]. Steroids have
recently been shown to be beneficial in those
with moderate to severe forms of the disease
[7]. Herein we describe a case of severe micro-
circulatory dysfunction in a patient with valvu-
lar heart disease and COVID-19.

Case report

A 32-year-old woman with a history of rheumat-
ic valve disease, metallic prosthetic valves in
the mitral and aortic positions (three prior valve
replacement surgeries), a cardiac pacemaker

implant for complete heart block, and heredi-
tary spherocytosis, was evaluated at the Car-
diology outpatient clinic due to mild shortness
of breath, fever (38.5°C), rhinorrhea and dry
cough in the previous five days. Her ECG showed
pacemaker rhythm, heart rate of 80 bpm, with
left bundle branch block pattern and a ventricu-
lar spike. The corrected QT interval was of 430
msec. The echocardiogram showed left atrial
enlargement, mild systolic left ventricular dys-
function (left ventricular ejection fraction of
A48% by the Simpson method), and normally
functioning mitral and aortic prostheses. After
a chest CT (Figure 1A) was obtainedand a na-
sopharyngeal swab for RT-PCR of SARS-Cov2
was collected, oral azythromicin and amoxycilin
+ clavulanate were started, and the patient
was discharged, with instructions for clinical
monitoring.

After three days (on day 8 after the beginning
of symptoms), she returned for emergency ev-
aluation due to bloody sputum, diarrhea and
increased dyspnea. The nasopharyngeal swab
was positive and COVID-19 was diagnosed.
Chest CT (Figure 1B) showed a worsening pat-
tern of viral pneumonia, and C-reactive protein
(CRP) was 29 mg/dL. The patient was admitted
and amoxycilin + clavulanate was changed to
ceftriaxone. Azythromicin was maintained, and
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Figure 1. Chest CT images performed on three different moments of clinical evolution. A: Outpatient study, showing
bilateral, rounded foci of consolidation and ground-glass images, in <50% of the lung fields. B: At admission, show-
ing bilateral consolidations and ground-glass images, occupying >50% of the lung fields. C:. On the worst day after
admission, with an increase of the ground-glass opacities, which became confluent and associated with interlobular
septal thickening and bilateral consalidation. Arrows point out some of the pulmonary lesions of the patient.

30 - ) ) - 2500 The patient improved on the

First microvascular test following days: she became

25 - t L 2000 E afebrile on the 16™ day after

T the onset of symptoms, and

20+ ° Hospital | 1500 5 was weaned from supplemen-

& 15 discharge L tal oxygen. CBP decreased to
o [ ¥ o 4.4 mg/dL (Figure 2).

10 Outpatient Second microvascular r1000 oo

v test . = The evaluation of microvas-

5. s : L 500 g cular flow and reactivity was

performed on two different

0 > °e 0 o 0 occasions, the first on day 12

e CRP ¢ D-DIMER FERRITIN (when the patient presented

the worst clinical features

Figure 2. Evolution of C-reactive protein (CRP, mg/dL). d-dimer (ng/mL) and

ferritin (Ug/L) serum levels.

oseltamivir was added to the therapeutic regi-
men. Warfarin (used chronically) was changed
to full-dose IV heparine, and oxygen therapy
was delivered by face mask.

On the following four days, the patient requir-
ed increasing oxygen concentrations, and had
persisting fever and worsening dyspnea, with
tachypnea (44 breaths/min). CRP was elevat-
ed (242 mg/dL), as well as ferritin (1,930
pg/L), and d-dimer (154,000 ng/mL); the ch-
est CT also showed deterioration (Figure 1C).
Blood cultures were negative. Piperacillin +
tazobactam and IV methylprednisolone were
initiated; oseltamivir, ceftriaxone and azythro-
micin were stopped (the latter due to QT in-
terval prolongation). High-flux continuous sup-
plemental oxygen maintained saturation at
97%, and mechanical ventilation was not ne-
cessary.

387

since hospital admission) and
the second on day 16 (after
clinical and laboratory impro-
vement). Endothelium-dependent vasodilation
of skin microcirculation was evaluated using
a single-point laser doppler perfusion monitor-
ing (LDPM) system (Periflux 5001, Perimed,
Jarfalla, Sweden), for noninvasive measure-
ment of systemic microvascular perfusion ch-
anges (in arbitrary perfusion units [APU = 10
mV]), as previously described [8, 9]. After mea-
suring the resting microvascular flow on the
skin of the forearm, the maximal microvascular
vasodilatation was assessed using prolonged
(20 minutes) local heating of the laser probe to
44°C (local thermal hyperemia, LTH) (Figure 3).

This case report is part of a prospective study,
which investigates systemic microvascular flow
and reactivity in patients in the acute phase
of COVID-19. The study was approved by the
Institutional Review Board (IRB) of the National
Institute of Cardiology and was registered and

Am J Cardiovasc Dis 2020;10(4):386-391
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Figure 3. Upper panels: Recordings of skin microvascular flow using laser doppler perfusion monitoring, with local
thermal hyperemia (LTH) stimulus. (A) Patient with COVID-19, first test (worst day during clinical evolution). (B) Same
patient, second test, after clinical and laboratory improvement. There is higher baseline flow, as well as post-LTH
flow on the second test. Lower panels: Bar graphs showing the effect of LTH on mean (C) and peak (D) cutaneous
microvascular flow of the patient, in the first test (blue bars) and on the second test (red bars), compared to a sex-
and age-matched healthy control (green bars). APU, arbitrary perfusion units; LTH, start of local thermal hyperemia;

TEMP, skin temperature.

made public at ClinicalTrials.gov (NCT44065-
45). The subject included in this case report
read and signed the informed consent form
approved by the IRB before inclusion.

Discussion

An association between the presence of car-
diovascular disease or myocardial injury and
adverse prognosis has been demonstrated in
patients with COVID-19, with increases of up to
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10 times in mortality [10, 11]. As an initial pro-
cess, SARS-CoV-2 virus, anchored in the trans-
membrane angiotensin-converting enzyme 2
(ECA2) receptor, penetrates host cells, includ-
ing endothelial cells [12, 13]. The ensuing en-
dothelial dysfunction may contribute-together
with the chronic endothelial dysfunction pres-
ent incomorbidities such as hypertension, dia-
betes, coronary artery disease and obesity [14,
15]- to more severe presentations, faster evo-
lution and worse outcomes.

Am J Cardiovasc Dis 2020;10(4):386-391
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Table 1. Summary of the case report

Case description

A 32-year-old woman with cardiac valve disease and spherocytosis, diagnosed

with COVID-19. Systemic microvascular reactivity assessed with cutaneous laser
doppler perfusion monitoring, with thermal hyperemia

First microcirculation test

Performed in the worst day of clinical evolution-severely impaired microvascular

vasodilation, compared to a healthy control

Second microcirculation test Performed after clinical and laboratory improvement-marked increase in baseline
microvascular flow and endothelial-dependent vasodilation

The cutaneous microcirculation is an acces-
sible and representative vascular bed for the
evaluation of systemic microcirculatory flow
and reactivity [16]. LDPM, which was employed
in this study, is a noninvasive method for the
evaluation of systemic microvascular endothe-
lial function in diverse clinical or surgical con-
ditions [9, 17, 18]. The skin vasodilatory res-
ponse resulting from LTH assesses microvas-
cular function and reactivity, and consists of a
biphasic response. The initial peak mediated
by a calcitonin gene-related peptide, depen-
dent on the axonal reflex of the sensory ner-
ves, is followed by long-term plateau phase,
mediated primarily by substances produced by
the vascular endothelium, such as nitric oxide
and hyperpolarizing factors derived from the
endothelium [8].

In this patient, systemic endothelium-depen-
dent microvascular reactivity was severely
impaired on day 12, but recovered to levels
similar to those of a sex- and age-matched
healthy control on day 16 (Figure 2). Both rest-
ing microvascular flow, as well as mean and
peak flows during LTH, were higher in the sec-
ond test, when the patient was improved (Table
1). These changes occurred in parallel with im-
provements of CRP. This biomarker is increas-
ed in patients with COVID-19, most likely due
to systemic inflammation [19, 20]. Systemic
inflammation may account for endothelial func-
tion abnormalities [21], as endothelial cells and
microvascular function are known to be affect-
ed by circulating inflammatory cytokines and
reactive oxygen species, for example, which are
increased in sepsis- the release of inflammato-
ry mediators and reactive molecules to destroy
pathogens may ultimately cause endothelial
damage [22, 23].

Bearing in mind that the presence and inten-
sity of systemic microvascular changes during
the acute phase of COVID-19 may be related to
disease progression and prognosis, the impor-
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tance of the evaluation of microvascular reac-
tivity in these patients should be underscored.
To the best of our knowledge, this is the first
report on the detrimental effect of COVID-19
on endothelium-dependent systemic microva-
scular reactivity in human beings. The current
findings may point towards a unique opportu-
nity for further evaluation of the microcircula-
tion in this patient population, with a fast, sim-
ple and noninvasive method.

Conclusions

Systemic microvascular dysfunction may oc-
cur in patients with COVID-19, paralleling the
inflammatory status of the disease. Laser dop-
pler perfusion monitoring with local thermal
hyperemia on the skin may be valuable to non-
invasively evaluate the systemic microcircula-
tion in COVID-19, offering useful information,
which may have therapeutic and prognostic
implications.

Acknowledgements

The work was funded by the Conselho Nacion-
al de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq; grant # 305234,/2017-0) and Fundagao
de Amparo & Pesquisa do Estado do Rio de
Janeiro (FAPERJ; grant # E26/202.822/2018).
The authors thank Marcio Gonzalez for techni-
cal assistance.

Disclosure of conflict of interest

None.

Address correspondence to: Andrea De Lorenzo,
Instituto Nacional de Cardiologia, Rua das Laran-
jeiras 374, Rio de Janeiro, ZIP 22240-006, Brazil.
E-mail: andlorenzo@hotmail.com

References

[1] Docherty AB, Harrison EM, Green CA, Hardwick
HE, Pius R, Norman L, Holden KA, Read JM,

Am J Cardiovasc Dis 2020;10(4):386-391




79

(6]

390

COVID-19 and microvascular reactivity

Dondelinger F, Carson G, Merson L, Lee J, Plot-
kin D, Sigfrid L, Halpin S, Jackson C, Gamble C,
Horby PW, Nguyen-Van-Tam JS, Ho A, Russell
CD, Dunning J, Openshaw PJ, Baillie JK and
Semple MG: ISARIC4C investigators. Features
of 20 133 UK patients in hospital with covid-
19 using the ISARIC WHO clinical characterisa-
tion protocol: prospective observational cohort
study. BMJ 2020; 369: 1985.

Richardson S, Hirsch JS, Narasimhan M, Craw-
ford JM, McGinn T, Davidson KW, Barnaby DP,
Becker LB, Chelico JD, Cohen SL, Cookingham
J, Coppa K, Diefenbach MA, Dominello AJ, Du-
er-Hefele J, Falzon L, Gitlin J, Hajizadeh N, Har-
vin TG, Hirschwerk DA, Kim EJ, Kozel ZM, Mar-
rast LM, Mogavero JN, Osorio GA, Qiu M and
Zanos TP. Presenting characteristics, comor-
bidities, and outcomes among 5700 patients
hospitalized with COVID-19 in the New York city
area. JAMA 2020; 323: 2052-2059.

Cevik M, Bamford CGG and Ho A. COVID-19
pandemic-a focused review for clinicians. Clin
Microbiol Infect 2020; 26: 842-847.

Teuwen LA, GeldhofV, Pasut A and Carmeliet P.
COVID-19: the vasculature unleashed. Nat Rev
Immunol 2020; 20: 389-391.

Beigel JH, Tomashek KM, Dodd LE, Mehta AK,
Zingman BS, Kalil AC, Hohmann E, Chu HY, Lu-
etkemeyer A, Kline S, Lopez de Castilla D, Fin-
berg RW, Dierberg K, Tapson V, Hsieh L, Pat-
terson TF, Paredes R, Sweeney DA, Short WR,
Touloumi G, Lye DC, Ohmagari N, Oh MD, Ruiz-
Palacios GM. Benfield T, Fatkenheuer G, Korte-
peter MG, Atmar RL, Creech CB, Lundgren J,
Babiker AG, Pett S, Neaton JD, Burgess TH.
Bonnett T, Green M, Makowski M, Osinusi A,
Nayak S and Lane HC; ACTT-1 Study Group
Members. Remdesivir for the treatment of co-
vid-19 - preliminary report. N Engl J Med 2020;
383:994.

Rose MR, Hiltz KA, Stephens RS and Hager
DN. Novel viruses, old data, and basic princi-
ples: how to save lives and avoid harm amid
the unknown. Lancet Respir Med 2020; 8:
661-663.

Horby P. Lim WS, Emberson J, Matham M, Bell
J, Linsell L, Staplin N, Brightling C, Ustianowski
A, Elmahi E, Prudon B, Green C, Felton T, Chad-
wick D, Rege K. Fegan C, Chappell LC, Faust
SN, Jaki T, Jeffery K, Montgomery A, Rowan K,
Juszczak E, Baillie JK, Haynes R and Landray
MJ. Effect of dexamethasone in hospitalized
patients with COVID-19: preliminary report. N
Engl J Med 2020; [Epub ahead of print].
Cracowski JL and Roustit M. Current methods
to assess human cutaneous blood flow: an up-
dated focus on laser-based-techniques. Micro-
circulation 2016; 23: 337-344.

Salgado MA, Salgado-Filho MF, Reis-Brito JO,
Lessa MA and Tibirica E. Effectiveness of laser

(10]

(11]

(12]

(13]

(14]

[15]

(16]

(17]

(18]

(19]

Doppler perfusion monitoring in the assess-
ment of microvascular function in patients
undergoing on-pump coronary artery bypass
grafting. J Cardiothorac Vasc Anesth 2014; 28:
1211-1216.

Ruan Q, Yang K, Wang W, Jiang L and Song J.
Clinical predictors of mortality due to COVID-19
based on an analysis of data of 150 patients
from Wuhan, China. Intensive Care Med 2020;
46: 846-848.

Wei JF, Huang FY, Xiong TY, Liu Q, Chen H,
Wang H, Huang H, Luo YC, Zhou X, Liu ZY, Peng
Y. Xu YN, Wang B, Yang YY, Liang ZA, Lei XZ, Ge
Y, Yang M, Zhang L, Zeng MQ, Yu H, Liu K, Jia
YH. Prendergast BD, Li WM and Chen M. Acute
myocardial injury is common in patients with
covid-19 and impairs their prognosis. Heart
2020; 106: 1154-1159.

Kreutz R, Algharably EAE, Azizi M, Dobrowolski
P. Guzik T, Januszewicz A, Persu A, Prejbisz A,
Riemer TG, Wang JG and Burnier M. Hyperten-
sion, the renin-angiotensin system, and the
risk of lower respiratory tract infections and
lung injury: implications for COVID-19. Cardio-
vasc Res 2020; 116: 1688-1699.

Pons S, Fodil S, Azoulay E and Zafrani L. The
vascular endothelium: the cornerstone of or-
gan dysfunction in severe SARS-CoV-2 infec-
tion. Crit Care 2020; 24: 353.

De Lorenzo A, Escobar S and Tibirica E. Sys-
temic endothelial dysfunction. a common
pathway for COVID-19, cardiovascular and
metabolic diseases. Nutr Metab Cardiovasc
Dis 2020; 30: 1401-1402.

Tibirica E and De Lorenzo A. Increased severity
of COVID-19 in people with obesity: are we
overlooking plausible biological mechanisms?
Obesity (Silver Spring) 2020; 28: 1374.
Holowatz LA, Thompson-Torgerson CS and
Kenney WL. The human cutaneous circulation
as a model of generalized microvascular func-
tion. J Appl Physiol (1985) 2008; 105: 370-
372.

de Moraes R, Van Bavel D, Gomes MB and Tib-
irica E. Effects of non-supervised low intensity
aerobic excise training on the microvascular
endothelial function of patients with type 1 di-
abetes: a non-pharmacological interventional
study. BMC Cardiovasc Disord 2016; 16: 23.
Ugenti V, Romano AC and Tibirica E. Microvas-
cular endothelial dysfunction during cardiopul-
monary bypass in surgery for correction of cya-
notic and acyanotic congenital heart disease.
Microvasc Res 2018; 120: 55-58.

Chen N, Zhou M, Dong X, Qu J, Gong F, Han Y,
QiuY, Wang J, LiuY, Wei Y, Xia J, Yu T, Zhang X
and Zhang L. Epidemiological and clinical
characteristics of 99 cases of 2019 novel coro-
navirus pneumonia in Wuhan, China: a de-
scriptive study. Lancet 2020; 395: 507-513.

Am J Cardiovasc Dis 2020;10(4):386-391




80

[20]

(21]

391

COVID-19 and microvascular reactivity

Guan WJ, Ni ZY, Hu Y, Liang WH, Ou CQ, He JX,
Liu L, Shan H, Lei CL, Hui DSC, Du B, Li LJ, Zeng
G. Yuen KY, Chen RC, Tang CL, Wang T. Chen
PY, Xiang J, Li SY, Wang JL, Liang ZJ, Peng YX,
Wei L, Liu Y, Hu YH, Peng P, Wang JM, Liu JY,
Chen Z, Li G, Zheng ZJ, Qiu SQ, Luo J, Ye CJ,
Zhu SY and Zhong NS; China Medical Treat-
ment Expert Group for Covid-19. Clinical char-
acteristics of coronavirus disease 2019 in Chi-
na. N Engl J Med 2020; 382: 1708-1720.
Paulus WJ and Tschope C. A novel paradigm
for heart failure with preserved ejection frac-
tion: comorbidities drive myocardial dysfunc-
tion and remodeling through coronary micro-
vascular endothelial inflammation. J Am Coll
Cardiol 2013: 62: 263-271.

[22]

(23]

Ait-Oufella H, Maury E, Lehoux S, Guidet B and
Offenstadt G. The endothelium: physiological
functions and role in microcirculatory failure
during severe sepsis. Intensive Care Med
2010; 36: 1286-1298.

Ince C, Mayeux PR, Nguyen T, Gomez H, Kellum
JA, Ospina-Tascon GA, Hernandez G, Murray P
and De Backer D. The endothelium in sepsis.
Shock 2016; 45: 259-270.

Am J Cardiovasc Dis 2020;10(4):386-391




ANEXO A — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

81

INSTITUTO NACIONAL DE Plataforma
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: INVESTIGAGAO DAS ALTERAGOES MICROCIRCULATORIAS SISTEMICAS EM
PACIENTES EM FASE AGUDA DA COVID-19: CORRELACOES COM VARIAVEIS
CLINICAS E LABORATORIAIS E COM O PROGNOSTICO

Pesquisador: Eduardo Vera Tibirica

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 31237220.1.0000.5272

Instituicao Proponente: Instituto Nacional de Cardiologia - INC
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.025.575

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de estudo transversal observacional.

A Hipotese € que a intensidade das altera¢gées microvasculares sistémicas em pacientes em fase aguda da
COVID-19 poderia estar relacionada com a progressao e com o prognéstico da doenga, o presente estudo,
transversal e observacional, objetiva investigar a presenca de disfun¢cao endotelial nestes pacientes,
buscando também avaliar associacoes entre a presenca de disfungao endotelial e variaveis demograficas,
clinicas e laboratoriais

Critérios de inclusao- Idade > 18 anos internados no do Instituto Nacional de Cardiologia* Teste molecular
por PCR em tempo real positivo para SARS-CoV-2

Critérios de exclusao

« Presencga de infecgao nao-COVID com repercusséo sistémica com documentada microbiologicamente
Tamanho da amostra = 25 pacientes.

Os pacientes serdo submetidos uma Unica vez ao procedimento doppler na testa.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario: avaliar, através do laser doppler, a presencga de alteragdes da fungao endotelial
microvascular sistémica em pacientes em fase aguda da COVID-19.

Endere¢o: Rua das Laranjeiras 374 - 5° andar

Bairro: Laranjeiras CEP: 22.240-006
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3037-2307 E-mail: cepinclaranjeiras @gmail.com
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Objetivo Secundario é Correlacionar as variaveis obtidas no estudo da microcirculagao com variaveis
demograéficas, clinicas e laboratoriais em pacientes em fase aguda

da COVID-19.- Correlacionar as variaveis obtidas no estudo da microcirculagdo com niveis de citocinas
plasmaticas em pacientes em fase aguda da COVID-19.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos minimos em relacé@o da avaliac@o da fungé@o endotelial na pele atraves de fluxomeria laser Doppler.
O estudoda fisiopatologia dsta doenca infecciosacausada por um virus de identificag@o recente, teria
repercussdes no manejo dos pacientes e no desenvolvimento de tratamentos apropriados. O estudo tem
valor prognéstico e na evolugdo da COVID 19.. Poderia gerar novos conhecimentos com beneficio para a
ciéncia e o planeta como um todo.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa interessante e relevante, nestas circunstancias especiais de pandemia por um virus ainda
parcialmente desconhecido

Toda e qualquer informagao adicional & importante.

Analise estatistica dentro dos padroes cientificos.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
Termo de ciéncia das chefias incluido

Parecer da comissao cientifica incluido

TCLE bem elaborado, de facil compreensao

Recomendacoes:

Nao ha

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Respostas as pendéncias emitidas pelo CEP/INC:

( 1) Apresentar termo de ciéncia das chefias: A anuéncias das chefias dos servicos envolvidos no
desenvolvimento do projeto foram anexadas a Plataforma Brasil. atendida

(2) Apresentar TCLE: O TCLE do estudo foi anexado a Plataforma Brasil. ATENDIDA

( 3 ) esclarecer quando o sangue sera colhido para armazenamento: O sangue sera coletado no

Enderego: Rua das Laranjeiras 374 - 5° andar

Bairro: Laranjeiras CEP: 22.240-006
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3037-2307 E-mail: cepinclaranjeiras @gmail.com
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Continuagéo do Parecer: 4.025.575

momento da coleta de rotina nos diferentes servigcos, no maximo 24 horas ap6s a realizagao da avaliagdo da
reatividade vascular por fluxometria laser Doppler.

Os tubos de coleta serdo enviados diretamente ao CTC na Coordenacéo de Ensino e

Pesquisa do INC, para processamento de obtencéo de plasma e armazenamento em

ultrafreezer -80° C. ATENDIDA

( 4 ) Falta parecer da comissao cientifica: O parecer da Comissao Cientifica foi anexado a Plataforma Brasil.
ATENDIDA

Todas as pendéncias foram respondida a contento

Consideracoes Finais a critério do CEP:
Conforme Resolugao CNS/MS 466/12 Capitulo XI Item 2.d cabe ao pesquisador responsavel elaborar e
apresentar os relatérios parciais e final ao Comité de Etica em que foi submetido o projeto.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 12/05/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1548516.pdf 14:05:20
Outros CC_COVID.pdf 12/06/2020 |Eduardo Vera Tibirigél Aceito
14:05:03

Outros resposta_pendencias_CEP.pdf 12/05/2020 |Eduardo Vera Tibiriga| Aceito
14:03:52

Declaracgéao de Formularios_Ciencia.pdf 12/05/2020 |Eduardo Vera Tibirig!a| Aceito

Pesquisadores 14:03:26

Declaragéao de anuencia_centro_cirurgico.jpg 12/05/2020 |Eduardo Vera Tibiriga| Aceito

Pesquisadores 14:01:54

Declaragao de Ciencia_Chefia.pdf 12/05/2020 |Eduardo Vera Tibiriga| Aceito

concordancia 13:69:37

TCLE/Termosde |TCLE_doppler_COVID.pdf 12/05/2020 |Eduardo Vera Tibiricd] Aceito

Assentimento / 13:56:34

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | projeto_microcirculacao_COVID_19.doc| 30/04/2020 |Eduardo Vera Tibirigd| Aceito

Brochura X 14:57:13

Investigador

Folha de Rosto folha_rosto_COVID_Tibirica.pdf 30/04/2020 |Eduardo Vera Tibiriga| Aceito
14:55:39

Enderego: Rua das Laranjeiras 374 - 5 andar

Bairro: Laranjeiras CEP: 22.240-006
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
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Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

RIO DE JANEIRO, 13 de Maio de 2020

Assinado por:

monica moura de vasconcellos
(Coordenador(a))

Endereco: Rua das Laranjeiras 374 - 5° andar
Bairro: Laranjeiras

UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3037-2307

CEP: 22.240-006
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Pagina 04 de 04




85

INSTITUTO NACIONAL DE . w«m
( In CARDIOLOGIA - INC asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: INVESTIGAGAO DAS ALTERACOES MICROCIRCULAT(DR_IAS SISTEMICAS EM
PACIENTES EM FASE AGUDA DA COVID-19: CORRELACOES COM VARIAVEIS
CLINICAS E LABORATORIAIS E COM O PROGNOSTICO

Pesquisador: Eduardo Vera Tibirica

Area Tematica:

Versao: 4

CAAE: 31237220.1.0000.5272

Instituicao Proponente: Instituto Nacional de Cardiologia - INC
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 4.580.227

Apresentacao do Projeto:

A presente emenda propde a avaliagao, através do laser doppler, da presen¢a de presumiveis alteragoes
cronicas da fungéo endotelial microvascular sistémica em pacientes recuperados da COVID-19. De acordo
com o projeto de pesquisa original, a primeira avaliacao foi efetuada na fase aguda de COVID-19, em
pacientes internados no INC; a segunda avaliagdo ocorreria de 6 a 12 meses apo6s alta hospitalar, no
momento em que os pacientes comparecerem ao hospital para avaliagdo ambulatorial. As modificagées do
protocolo foram feitas no projeto de pesquisa e na Plataforma Brasil. O cronograma de execugao foi
atualizado, assim como o orgcamento, incluindo o custo dos eletrodos adicionais para testes com laser
Doppler. Finalmente, o nimero

de pacientes previsto inicialmente, que era de vinte e cinco, foi modificado para o nimero final de trinta e
dois pacientes em fase aguda recrutados para o estudo.

Objetivo da Pesquisa:
Ver parecer anterior

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Ver parecer anterior

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante e atual, podendo contribuir para o esclarecimento desta doenga ainda com

Endereco: Rua das Laranjeiras 374 - 5° andar

Bairro: Laranjeiras CEP: 22.240-006
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3037-2307 E-mail: cepinclaranjeiras @gmail.com
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tantas questoes a descobrir.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatéria:
Todos os documentos foram atualizados

Recomendacdes:
Néo ha

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacodes:
Aprovado

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informagdes Béasicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_171172| 03/03/2021 Aceito
do Projeto 0 E2.pdf 09:51:15
Declaragao de emenda_cronico.docx 03/03/2021 |Eduardo Vera Tibirigé1 Aceito
Pesquisadores 09:50:02
Projeto Detalhado / |projeto_emenda_cronicos.docx 03/03/2021 |Eduardo Vera Tibirica Aceito
Brochura 09:49:25
| Investigador
Projeto Detalhado / | projeto_microcirculacao_COVID_19_em| 17/06/2020 |Eduardo Vera Tibiricd| Aceito
Brochura enda1l.pdf 12:34:31

or

TCLE/Termosde |TCLE_doppler_emendal.pdf 17/06/2020 |Eduardo Vera Tibirica Aceito

Assentimento / 12:32:46

Justificativa de

Auséncia

Outros CC_COVID.pdf 12/05/2020 |Eduardo Vera Tibirigal Aceito
14:05:03

Outros resposta_pendencias_CEP.pdf 12/05/2020 |Eduardo Vera Tibirigal Aceito
14:03:52

Declaragdo de Formularios_Ciencia.pdf 12/05/2020 |Eduardo Vera Tibirigé| Aceito

Pesquisadores 14:03:26

Declaracao de anuencia_centro_cirurgico.jpg 12/05/2020 |Eduardo Vera Tibirigﬂ Aceito

Pesquisadores 14:01:54

Declaragao de Ciencia_Chefia.pdf 12/05/2020 |Eduardo Vera Tibiricd] Aceito

concordancia 13:69:37

TCLE / Termos de | TCLE_doppler_COVID.pdf 12/05/2020 |Eduardo Vera Tibirigd] Aceito

Assentimento / 13:56:34

Justificativa de

Auséncia

Enderego: Rua das Laranjeiras 374 - 5° andar

Bairro: Laranjeiras CEP: 22.240-006
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
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Projeto Detalhado / | projeto_microcirculacao_COVID_19.doc| 30/04/2020 |Eduardo Vera Tibirigd| Aceito

Brochura X 14:57:13

Investigador

Folha de Rosto folha_rosto_COVID_Tibirica.pdf 30/04/2020 |Eduardo Vera Tibiziga| Aceito
14:55:39

Situacéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

RIO DE JANEIRO, 09 de Margo de 2021

Assinado por:
monica moura de vasconcellos

(Coordenador(a))
Enderego: Rua das Laranjeiras 374 - 5° andar
Bairro: Laranjeiras CEP: 22.240-006
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
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ANEXO B - TERMO DE ANUENCIA DE CHEFIAS

SERVIGO PUBLICO FEDERAL
MINISTERIO DA SAUDE

SECRETARIA DE ATENCAC A SAUDE
INSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGIA

FORMULARIO DE CIENCIA DO PROJETO DE PESQUISA PELAS
CHEFIAS

3. Pesquisador Principal: Dr. Eduardo Tibiriga

2. Titulo do Projeto de Pesquisa: INVESTIGACAO DAS ALTERACOES MICROCIRCULATORIAS SISTEMICAS EM
PACIENTES EM FASE AGUDA DA COVID-19: CORRELACOES COM VARIAVEIS CLINICAS E LABORATORIAIS E
COM O PROGNOSTICO

3. Setor (es) do Hospital onde a Pesquisa sera realizada: ENF. DOENCA CONGENITAIAORTA

Itens Bésicos para Avaliagdo do Projeto de Pesquisa:
() tem relevancia cientifica

() sua execucdo é operacionalmente viavel neste Setor
() ndo traz risco adicional & satde ou a vida do paciente
() ndo expde o paciente a desconfortos desnecessarios
() ndo expbe o paciente a gastos adicionais

A nio observincia de qualquer dos itens acima impede o encaminhamento do projeto para o CEP.

Rio de Janeiro, 30 de margo de 2020.

Chefe do Servigo






