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RESUMO

Introducdo: A COVID-19 pode evoluir para um estado critico e fatal, associado a padrdes
alterados de citocinas e quimiocinas. Relatos recentes apontam diferenca nas caracteristicas da
resposta inflamatdria nos sitios sistémico e pulmonar. No entanto ainda ha poucos estudos que
comparem o perfil dessas moléculas nesses dois sitios. Objetivo: Estudar o perfil de citocinas
e quimiocinas pulmonares e sistémicas em pacientes criticos com COVID-19. Métodos: Estudo
observacional, prospectivo, realizado na unidade de terapia intensiva do Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Minas Gerais, de maio de 2020 a abril de 2021. Foram incluidos
pacientes adultos (> 18 anos) com COVID-19 confirmada por RT-PCR, sob ventilagdo
mecanica invasiva. Os pacientes foram acompanhados até o desfecho (6bito ou alta hospitalar)
e divididos em dois grupos (sobreviventes e ndo sobreviventes) para as analises comparativas.
A concentracdo de 18 citocinas e quimiocinas foi mensurada em amostras de sangue periférico
e de secrecao pulmonar (minilavado broncoalveolar - mini-BAL) coletadas em dois momentos
diferentes: 1° ou 2° dia (D1-2) e 5° a 8° dia (D5-8) apo0s a intubacdo orotraqueal. Resultados:
Foram incluidos 34 pacientes com COVID-19 critica, sendo 16 sobreviventes e 18 ndo
sobreviventes, com mediana de 58 (41-70) anos, sendo mais frequente o sexo masculino (62%).
As principais comorbidades foram hipertensdo arterial sistémica (16%), diabete melito (12%)
e doencas cardiovasculares (9%), sem diferenca entre os sobreviventes e ndo sobreviventes.
N&o houve diferenca, também, na gravidade clinica a admissdo, avaliada através do escore
SOFA (p=0,66) e APACHE Il (p=0,23). No mini-BAL do grupo sobrevivente houve niveis
mais elevados de CCL4 (p=0,01) no D1-2 e maiores niveis de IFN-y (p=0,01), IL-2 (p=0,01),
IL-4 (p=0,03), G-CSF (p=0,01) e IL-10 (p=0,02) no D5-8, quando comparados aos nao
sobreviventes. Por outro lado, o grupo ndo sobrevivente apresentou niveis plasmaticos mais
elevados de CXCL10 (p=0,02) e IL-6 (p=0,02) nos dias D1-2 e de CCL2 (p=0,007), CCL4
(p=0,03), CXCL8 (p=0,04) e IL-6 (p=0,04) nos dias D5-8, comparado com 0s sobreviventes.
Nos dias D1-2, maiores niveis de TNF (p=0,02) e CXCLS8 (p=0,04) no pulmao associaram-se a
Pa0./FiO2 > 150 mmHg, enquanto PaO./FiO, < 150 mmHg esteve associado a maiores niveis
de plasmaticos de IFN-y (p=0,004) e IL-5 (p=0,01). Houve forte correlagéo entre as citocinas e
quimiocinas analisadas separadamente no territorio pulmonar e plasmatico nos momentos D1-
2 e D5-8, mas os niveis dessas moléculas ndo se correlacionaram quando o plasma e pulmdes
foram comparados entre si. Conclusdo: Nossos resultados sugerem que 0S Processos
inflamatdrios que ocorrem no territério pulmonar e periférico sao regulados diferentemente em

pacientes com COVID-19 critica. Niveis mais elevados de citocinas pulmonares associaram-se



a menor mortalidade e melhor oxigenacgéo, ao passo que niveis plasmaticos mais elevados de
citocinas foram associados a 6bito e a uma pior capacidade de oxigenacéo (relacdo PaO2/FiO2)
no inicio da fase critica da infeccéo.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; COVID-19; citocinas; quimiocinas; pulmé&o; unidade de

terapia intensiva; estudo observacional; estudo prospectivo.



ABSTRACT

Introduction: The evolution of COVID-19 into a critical and fatal state has been associated
with altered patterns of cytokines and chemokines. Recent reports have pointed to distinct
inflammatory processes in systemic and pulmonary sites. However, studies comparing the
profile of these molecules in these two sites are still scarce. Objective: To study the profile of
pulmonary and systemic cytokines and chemokines in critically ill COVID-19 patients.
Methods: Prospective observational study conducted in the intensive care unit of the Hospital
das Clinicas of the Federal University of Minas Gerais, from May 2020 to April 2021. Adult
patients, (> 18 years) with confirmed COVID-19 by RT-PCR, who were on invasive mechanical
ventilation were included. Patients were followed until outcome (death or hospital discharge)
and divided into two groups (survivors and non-survivors) for comparative analyses. The
concentration of 18 cytokines and chemokines was measured in peripheral blood samples and
pulmonary secretion (mini-bronchoalveolar lavage (mini-BAL)) collected at two-time points
after orotracheal intubation: days 1 or 2 (D1-2) and days 5 to 8 (D5-8). Results: Thirty-four
patients with critical COVID-19 were included, 16 survivors and 18 non-survivors, with a
median age of 58 (41-70) years, and male gender being the most frequent (62%). The main
comorbidities were systemic arterial hypertension (16%), diabetes mellitus (12%), and
cardiovascular diseases (9%), but there was no significant difference between survivors and
non-survivors. The groups were similar at admission regarding severity evaluate by SOFA
(p=0.66) and APACHE 11 (p=0.23) scores. In the mini-BAL, higher levels of CCL4 (p=0.01)
were observed in the survivors’ group on D1-2, and higher levels of IFN-y (p=0.01), IL-2
(p=0.01), IL-4 (p=0.03), G-CSF (p=0.01), and IL-10 (p=0.02) on D5-8 when compared to non-
survivors. On the other hand, the non-survivors group presented higher plasma levels of
CXCL10 (p=0.02) and IL-6 (p=0.02) at the D1-2 point and of CCL2 (p=0.007), CCL4 (p=0.03),
CXCL8 (p=0.04), and IL-6 (p=0.04) on D5-8, compared to survivors. At D1-2, higher levels of
TNF (p=0.02) and CXCL8 (p=0.04) in the lung were associated with PaO2/FiO2 > 150 mmHg,
while PaO,/FiO2 < 150 mmHg was associated with higher plasma levels of IFN-y (p=0,004)
and IL-5 (p=0,01). There was a strong correlation between cytokines and chemokines tested
when analyzed separately in the pulmonary and plasma compartments on D1-2 and D5-8, but
the levels of these molecules did not correlate when plasma and lungs were compared.
Conclusion: Our results suggest that the inflammatory processes occurring in the pulmonary
and peripheral territories are regulated differently in patients with critical COVID-19. Higher
levels of pulmonary cytokines were associated with lower mortality and better lung oxygen



exchange capacity, while higher plasma levels of cytokines were associated with death and
worse lung exchange function (PaO»/FiO; ratio) in the early phase of the critical infection.

Keywords: SARS-CoV-2; COVID-19; cytokines; chemokines; lung; intensive care unit;

observational study; prospective study.
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1. INTRODUCAO

Desde o surgimento da doenca coronavirus 2019 (COVID-19), causada pelo
coronavirus 2 da sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV-2), pesquisadores de varios
paises do mundo uniram esforgos para compreender essa nova condi¢do e orientar seu manejo
clinico e prevencgdo. Em trés anos de pandemia, houve mais de 676 milhdes de casos de COVID-
19 e mais de 6,8 milhdes de mortes (Johns Hopkins University - COVID-19 dashboard, 2023).

O sistema respiratorio é o principal local de infecgdo do SARS-CoV-2, sendo o pulmao
um local critico na resposta imune inicial contra esse virus (Arish, Qian et al., 2023). Uma
resposta imune ineficaz pode levar a evolucdo para a sindrome do desconforto respiratorio
agudo (SDRA\) e a necessidade de ventilacdo mecanica (VM), condi¢éo clinica critica associada
a alta mortalidade na COVID-19 (Grasselli, Greco et al., 2020; Huang, Wang et al., 2020; Yang,
Yu et al., 2020; Wu e Yang, 2021). No entanto, ja se sabe que a COVID-19 pode evoluir para
uma doenca sistémica, com envolvimento de varios tecidos extrapulmonares (Elrobaa e New,
2021; Arish, Qian et al., 2023) e, por conseguinte, a varias disfuncdes organicas. Assim, o
estudo imunoldgico de sitios pulmonares e sistémicos torna-se importante para um melhor
entendimento da COVID-19.

A maior incidéncia de doencas criticas e fatais em pacientes com COVID-19 foi
associada a padrdes alterados de citocinas (Galani, Rovina et al., 2021; Hu, Pan et al., 2022).
Em um acompanhamento longitudinal, observou-se que os casos moderados tiveram reducao
dos niveis plasmaticos de citocinas, enquanto os que evoluiram para o estado grave mantiveram
altos niveis plasmaticos de citocinas e quimiocinas associadas a mondcitos, além de
recrutamento e sobrevida de células T (Lucas, Wong et al., 2020). Casos graves de COVID-19
admitidos em unidade de terapia intensiva (UTI) foram associados a niveis plasmaticos
aumentados de interleucina IL-2, IL-7, IL-10, G-SCF, CXCL10, CCL2, CCL3 e TNF quando
comparados aos pacientes sem requerimento desses cuidados (Huang, Wang et al., 2020). Além
disso, niveis plasmaticos elevados da citocina pro-inflamatdria IL-6 demonstrou ser indicador
de gravidade de leséo pulmonar (Chen, Zhang et al., 2020) e mortalidade em COVID-19 (Del
Valle, Kim-Schulze et al., 2020). Os niveis de citocinas nos pulmdes também estéo elevados
durante a infec¢do. Andlise de transcriptomas de RNAs isolados do lavado broncoalveolar de
pacientes com COVID-19 encontrou alta expressédo de CCL2, CCL3, CCL4 e CXCL10 quando
comparados a doadores saudaveis (Xiong, Liu et al., 2020).

Embora a magnitude da elevacao das citocinas plasmaticas na COVID-19 seja menor
em comparacdo com a sepse e a SDRA (Kox, Waalders et al., 2020; Leisman, Ronner et al.,
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2020; Sinha, Matthay et al., 2020), intervencdes direcionadas a inibicdo dessa resposta podem
ser benéficas em pacientes criticos com COVID-19. Por exemplo, foi demonstrado que
pacientes criticos tratados com inibidor do receptor de IL-6, tocilizumabe (RECOVERY, 2021),
e inibidor da Janus quinase (JAK) 1 e JAK 2, baricitinibe (RECOVERY, 2022), apresentaram
menor mortalidade, tornando-se opgdes terapéuticas de acordo com as Diretrizes de Tratamento
da COVID-19 (COVID-19 Treatment Guidelines Panel, 2023).

Relatos recentes apontam para processos inflamatorios distintos nos sitios sistémico e
pulmonar. Diferentes estudos demonstraram que pacientes com COVID-19 que evoluiram a
Obito apresentaram menor ativacao de células T CD4 e CD8 nos pulmdes quando comparados
ao sangue periférico (Saris, Reijnders et al., 2021), enquanto as células T reguladoras (Tregs)
pulmonares apresentam maior expressao de PD1 e menor expressao de FoxP3 em relacdo as
células Tregs sanguineas (Goncalves-Pereira, Santiago et al., 2023).

Alguns grupos tém investigado a regulacdo da resposta inflamatéria sistémica e
pulmonar na COVID-19. Pandolfi et al. observaram que os niveis pulmonares e periféricos de
IL-6 estavam positivamente correlacionados. Entretanto, as amostras ndo foram coletadas
simultaneamente, limitando as conclusdes (Pandolfi, Fossali et al., 2020). Por outro lado,
Reynolds et al. analisaram, amostras de uma coorte que incluiu 13 individuos com COVID-19
grave e quatro individuos com influenza grave, o lavado broncoalveolar e o plasma e
observaram que, de 35 citocinas medidas, apenas CXCL10 apresentou correlacdo entre as
amostras, sugerindo compartimentalizacdo e independéncia entre esses dois locais (Reynolds,
Vazquez Guillamet et al., 2021).

Dessa forma, sdo necessarios mais estudos para entender 0S mecanismos e
caracteristicas da evolucdo fatal em pacientes criticos com COVID-19, tanto em sitios
pulmonares quanto sistémicos. A fim de avancar no conhecimento do padrdo inflamatério na
COVID-19 critica, este estudo tem como objetivo avaliar o papel modulador de citocinas e
quimiocinas no sistema imunolégico em sitios pulmonares e sisttmicos de pacientes com
COVID-19 grave em ventilagdo mecénica invasiva, internados em uma unidade de terapia

intensiva.
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2. RACIONAL TEORICO

A doenca coronavirus 2019 (COVID-19) surgiu em dezembro de 2019 em Wuhan, na
China (Wang, Horby et al., 2020), causada por um novo coronavirus da familia Coronaviridae,
género Betacoronavirus, subgénero Sarbecovirus (Wu, Zhao et al., 2020). Em janeiro de 2020
0 seu genoma foi identificado e, entdo, denominado de coronavirus 2 da sindrome respiratoria
aguda grave (SARS-CoV-2) (Merad, Blish et al., 2022).

O SARS-CoV-2 é um virus envelopado com um genoma de fita de RNA simples de
sentido positivo (Merad, Blish et al., 2022). A organizacdo gendmica do SARS-CoV-2 é
composta por quatro proteinas estruturais principais — nucleocapsideo, membrana, envelope e
spike — e 16 proteinas ndo estruturais que medeiam replicacdo, infecdo e patogénese do virus
(Madden e Diamond, 2022), além das proteinas acessérias que tém atividade na evasdo da
resposta imune (Redondo, Zaldivar-Lopez et al., 2021; Madden e Diamond, 2022; Merad, Blish
etal., 2022).

O SARS-CoV-2 estad em constante evolucdo por meio de mutagdes aleatérias (COVID-19
Treatment Guidelines Panel, 2023), originando, assim, as variantes do virus. As variantes Alpha
(B.1.1.7), identificadas primeiramente no Reino Unido; Beta (B.1.351), Africa do Sul; Gamma
(P.1), em Manaus — Brasil; Delta (B.1.617.2), na india; Epsilon (B.1.427), na Califérnia —
Estados Unidos; e Omicron (B.1.1.529), em Londres, foram classificadas de acordo com o
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) como variantes de preocupacao, devido a
evidéncia de aumento da transmissibilidade, da gravidade da doenca, maior escape do sistema
imune e reducdo da eficicia da vacinagdo (CDC, 2023). Ja as variantes Epsilon (B.1.429), Eta
(B.1.525), lota (B.1.526), Kappa (B.1.617.1), N/A (B.1.617.3) e Zeta (P.2) foram classificadas
como variantes de interesse (CDC, 2023), termo utilizado para variantes importantes que ndo
séo totalmente caracterizadas (COVID-19 Treatment Guidelines Panel, 2023). Outro termo
criado pelo CDC foi 0 “variantes sendo monitoradas”, que inclui a variante Mu (B.1.621 e
B.1.621.1), devido a atributos e caracteristicas compartilhadas que podem exigir acdo de satde
publica (CDC, 2023).

Para infectar a célula hospedeira, 0o SARS-CoV-2 utiliza a proteina estrutural spike (Fig.1)
(Lamers e Haagmans, 2022). Durante a entrada do virus na célula, a enzima conversora de
angiotensina 2 (ACE2) foi identificada como um receptor inicialmente importante, ao qual a
proteina spike (S) se liga para entrar na célula através do dominio de ligacéo ao receptor (Wan,
Shang et al., 2020). Apds a clivagem proteolitica da spike pela protease transmembrana serina
2 (TMPRSS2) em subunidades S1 e S2, ocorre a fusdo celular mediada pela S2 (Hoffmann,
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Kleine-Weber et al., 2020; Jaimes, Millet et al., 2020). Outras proteases também podem clivar
a proteina S dando inicio a entrada do virus na célula, como a catepsina L (Zhao, Yang et al.,
2021), furina (Jaimes, Millet et al., 2020), heparam sulfato (Clausen, Sandoval et al., 2020) e a
proteina 78 regulada por glicose (GRP78) (Carlos, Ha et al., 2021).
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Figura 1: Entrada do SARS-CoV-2 na célula hospedeira. A proteina S se liga ao receptor enzima conversora
de angiotensina 2 (ACEZ2) na célula hospedeira usando o dominio S1 (estagio 1). Isso permite que a TMPRSS2
clive a proteina S (estagio 2), levando a ativacdo do dominio S2 a fim de permitir a fusédo celular (estagio 3). O S2
ativado funde as bicamadas lipidicas viral com a célula hospedeira, resultando na deposicdo do genoma viral de
RNA na célula hospedeira (estagio 4). Abrevia¢des: ACE2, enzima conversora de angiotensina 2; SARS-CoV-2,
Coronavirus da Sindrome Respiratéria Aguda Grave 2; TMPRSS2, protease transmembrana serina 2. Fonte:
Lamers MM, Haagmans BL. SARS-CoV-2 pathogenesis. Nat Rev Microbiol. 2022 May;20(5):270-284. doi:
10.1038/s41579-022-00713-0.

Evidéncias posteriores demostraram que 0 SARS-CoV-2 também pode infectar tecidos
com baixa (Hikmet, Mear et al., 2020; Gusev, Sarapultsev et al., 2022) ou nenhuma expressao
de ACEZ2, como a medula éssea (Zheng, Yuan et al., 2021). Nesse sentido, outros receptores de
membrana foram apontados como via de entrada do SARS-CoV-2, como o CD147 (Wang,
Chen et al., 2020), CD209L/L-SIGN (Amraei, Yin et al., 2021), CD209/DC-SIGN (Amraei,
Yin et al., 2021), neuropilina-1 (Cantuti-Castelvetri, Ojha et al., 2020; Daly, Simonetti et al.,
2020), AXL (Wang, Qiu et al., 2021), dentre outros (Gusev, Sarapultsev et al., 2022). Essa
diversidade de receptores torna 0 SARS-CoV-2 capaz de infectar uma ampla gama de tecidos
e orgdos, como o sistema pulmonar (Wiersinga, Rhodes et al., 2020), cardiaco (Liu, Blet et al.,
2020; Madjid, Safavi-Naeini et al., 2020), renal (Pei, Zhang et al., 2020; Su, Yang et al., 2020),
hepético (Huang, Li et al., 2021; Baldelli, Marjot et al., 2023), gastrointestinal (Chen, Hsu et
al., 2022), neuroldgico (Whittaker, Anson et al., 2020; Bhola, Trisal et al., 2022), tecido
adiposo (Saccon, Mousovich-Neto et al., 2022) e medula 6ssea, como mencionado (Zheng,
Yuan et al., 2021).

Apos a entrada na célula, 0 SARS-CoV-2 passa por um periodo médio de incubagdo,
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variando de cinco a seis dias (Lauer, Grantz et al., 2020; Wu, Kang et al., 2022). No entanto,
esse tempo pode variar dependendo da variante do virus, sendo 0 mais curto para a Omicron
(Wu, Kang et al., 2022).

Os pacientes com COVID-19 podem permanecer assintomaticos ou apresentar uma ampla
gama de manifestagBes clinicas que variam de leve a um estado critico com faléncia de
multiplos 6rgdos (Diretrizes de Tratamento da Doenca de Coronavirus 2019, janeiro de 2023).
As diretrizes de tratamento da COVID-19 publicada pelo National Institutes of Health (NIH)
classificou a gravidade da COVID-19 nas seguintes categorias:

- Assintomatica ou pré-sintomaética: individuos com teste positivo para SARS-CoV-2, mas
sem sintomas compativeis com a doenga;

- Leve: presenca de algum dos sinais e sintomas, mas sem dispneia ou imagem pulmonar
anormal;

- Moderada: evidéncia de comprometimento respiratdrio de via aérea inferior na avaliacéo
clinica ou de imagem, com saturacdo periférica de oxigénio (SpO2) > 94% em ar ambiente ao
nivel do mar;

- Grave: presenca de SpO2 < 94% em ar ambiente ao nivel do mar, relacdo entre a pressdo
parcial de oxigénio arterial e a fragdo inspirada de oxigénio (PaO2/FiOz) < 300 mmHg,
frequéncia respiratdria >30 respira¢des/min ou infiltrado pulmonar >50%;

- Critica: presenca de insuficiéncia respiratoria, choque séptico e/ou disfuncdo de
maultiplos érgdos.

A progressao para 0 estado critico ocorre geralmente em torno de 10 a 12 dias apds o
inicio dos sintomas da COVID-19 (COVID-19 Treatment Guidelines Panel, 2023). A
probabilidade de evoluir para o estado de maior gravidade e 6bito na COVID-19 esté associada
a idade (Deng, Yin et al., 2020; Palaiodimos, Kokkinidis et al., 2020; Williamson, Walker et
al., 2020), sendo a mortalidade maior em paciente com idade acima de 80 anos (Deng, Yin et
al., 2020; Williamson, Walker et al., 2020); ao sexo masculino (Deng, Yin et al., 2020;
Palaiodimos, Kokkinidis et al., 2020; Williamson, Walker et al., 2020); a obesidade (Deng, Yin
et al., 2020; Palaiodimos, Kokkinidis et al., 2020; Merad, Blish et al., 2022), principalmente
com o indice de massa corporal > 40 Kg/m? (Williamson, Walker et al., 2020); a presenca de
hipertensdo (Deng, Yin et al., 2020; Merad, Blish et al., 2022), diabetes (Deng, Yin et al.,
2020; Williamson, Walker et al., 2020; Merad, Blish et al., 2022), doenca respiratéria prévia
(Deng, Yin et al., 2020; Williamson, Walker et al., 2020), doenca renal (Williamson, Walker
et al., 2020; Merad, Blish et al., 2022; Singh, Malik et al., 2022), doenca cardiovascular (Deng,
Yin et al.,, 2020), doenga hepatica (Williamson, Walker et al., 2020), doenga autoimune
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(Williamson, Walker et al., 2020), cancer (Deng, Yin et al., 2020); e a historia prévia de
transplante (Williamson, Walker et al., 2020) e imunossupressao (Williamson, Walker et al.,
2020).

A heterogeneidade da COVID-19 é amplamente determinada pela variabilidade da
resposta imune do hospedeiro (Van De Veerdonk, Giamarellos-Bourboulis et al., 2022). As
citocinas e quimiocinas liberadas por células do sistema imunoldgico em resposta a infeccbes
virais respiratorias tém um papel fundamental para que ocorra uma resposta antiviral apropriada
(Clementi, Ghosh et al., 2021).

2.1 CITOCINAS

As citocinas sdo um grupo diverso de pequenas proteinas que sdo secretadas pelas células
com a finalidade de sinalizacdo e comunicacdo intercelular. Elas possuem atividade autdcrina,
paracrina e/ou enddcrina, e, ao se ligarem aos receptores, podem provocar uma variedade de

respostas, dependendo da citocina e da célula-alvo (Tisoncik, Korth et al., 2012).

2.1.1 Citocinas pré-inflamatorias

As primeiras citocinas produzidas em resposta aos virus sdo os interferons (IFNSs),
seguidos pelas citocinas pré-inflamatérias como interleucina (IL)-1, IL-6 e fator de necrose
tumoral (TNF) (Clementi, Ghosh et al., 2021). No entanto, na infec¢do pelo virus SARS-CoV-
2, 0 paradigma da imunidade antiviral, onde as respostas antivirais mediadas por IFNs
precedem as pro-inflamatérias, nem sempre é observado. Em pacientes com COVID-19
moderada a grave, citocinas pro-inflamatérias plasmaticas, como TNF, IL-6 e CXCLS8, sdo
produzidas antes dos IFNs, permanecendo elevadas por tempo prolongado (Galani, Rovina et
al., 2021). Convém ressaltar que na infec¢do por SARS-CoV-2, 0s niveis plasmaticos elevados
de IL-6 e TNF sdo apontados como preditores significativos de gravidade e morte por COVID-
19 (Del Valle, Kim-Schulze et al., 2020).

Os IFNs sdo uma familia de citocinas que desempenham papel central na imunidade
antiviral (Fensterl e sem, 2009). Na auséncia de uma resposta de IFN intacta, os mamiferos
ficam suscetiveis a infecgdes virais (Schoggins, 2019) que podem se tornar letais. Existem trés
familias distintas de IFN, designadas como Tipo I, Tipo Il e Tipo Il1, que sdo capazes de induzir

programas celulares intrinsecos que aumentam a resisténcia a infec¢do. Ao todo, existem 21
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IFNs humanos (16 do tipo I, sendo 12 IFNa, o IFNP, o IFNg, o [FNk e o IFNw; 1 tipo II, IFNy;
e 4 do tipo 111, sendo eles: IFNAIL, IFNA2, IFNA3 ¢ IFNA4) (Walter, 2020).

Os IFNs do tipo | (IFN-a e IFN-pB) sinalizam através dos receptores IFINAR1/IFNAR2, os
IFNs do tipo Il (IFN-y) sinalizam através de IFN-yR1/IFN-yR2 ¢ os IFNs do tipo III sinalizam
através do complexo heterodimérico IFNLR1/IL10R2 (Tisoncik, Korth et al., 2012; Schoggins,
2019). A formacdo do complexo receptor-IFN ativa a cascata de sinalizacdo intracelular
mediada pela via JAK-STAT (Janus quinase — transdutor de sinal e ativador de transcricao),
especialmente JAK1 e STAT1/2 (Briscoe, Guschin et al., 1996). Como resultado, ocorre a
ativacgdo de fatores de transcri¢do e a indugéo de genes estimulados por IFN (ISGs) (Schoggins,
2019). A Fig. 2 exemplifica a sinalizagdo dos IFN do tipo I e I11.
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Figura 2: Sinalizacdo dos IFNs do tipo | e I11. O RNA viral ativa, vias citoplasmaticas de detec¢io imune inata,
MDAJS ou RIG-I e inicia uma cascata de sinalizacdo através de MAVS que leva a producdo de IFNs tipo | e tipo
I11. Os IFNs agem por meio dos receptores de membrana plasmatica e uma cascata de sinalizagdo JAK-STAT1/2,
culminando na produgdo de 1SGs, os quais tém fungOes antivirais. Abrevia¢cBes: DMV, vesicula de membrana
dupla; IFNs, interferons; ISGs, genes estimulados por interferon; IRF, fator regulador de interferon; ISRE, elemento
de resposta sensivel ao interferon; JAK, janus quinase; MAVS, proteinas de sinalizacdo antiviral
mitocondrial; RIG-I, gene induzivel pelo acido retindico I; STAT, transdutor de sinal e ativador de transcricao.
Fonte: Lamers MM, Haagmans BL. SARS-CoV-2 pathogenesis. Nat Rev Microbiol. 2022 May;20(5):270-284.
doi: 10.1038/s41579-022-00713-0.

Os ISGs codificam produtos proteicos com propriedades antivirais (FensterlsemSen,
2009; Tisoncik, Korth et al., 2012; Schoggins, 2019) que desempenham um papel crucial na

repressdo da replicagdo viral por meio de varios mecanismos; por exemplo, impedem a entrada
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viral na célula e o trafego viral no ndcleo, inibem a replicacdo viral junto com a
transcrigdo/traducdo viral, degradam &cidos nucleicos virais e blogueiam a montagem de
particulas virais, criando um estado antiviral (Schneider, Chevillotte et al., 2014; Schoggins,
2019).

Para escapar da resposta imune, o coronavirus desenvolveu mecanismos que inibem a
producdo de IFN (Lowery, Sariol et al., 2021). A proteina do nucleocapsideo é capaz de inibir
ainducdo de IFN do tipo I ao se ligar diretamente a proteina TRIM25, bloqueando a ubiquagéo
do RIG-I (gene induzivel pelo &cido retinoico 1) (Hu, Li et al., 2020). Além disso, a proteina de
membrana é capaz de bloquear a fosforilagdo e ativacdo do IRF3 (fator regulador de interferon
3) (Siu, Kok et al., 2009). As proteinas acessorias, como ORF3b, ORF6, ORF7a e ORF8, atuam
como antagonistas do IFN do tipo 1 (Redondo, Zaldivar-Lopez et al., 2021).

Sabendo-se do papel crucial do IFN para as respostas antivirais do hospedeiro, estudos
tém sido desenhados para analise dessa citocina na resposta desta imunoterapia na COVID-19.
No Reino Unido foi realizado um estudo piloto em que um grupo recebeu inala¢des diérias por
14 dias com IFN-1a (n=48), e outro grupo, placebo (n=50), inalacdes diarias com a mesma
formulacdo, apenas sem a substincia ativa IFNB-1a. Os pacientes que receberam IFNB-1a
inalado tiveram maiores chances de melhora clinica (odds ratio 2,32; IC 95% 1,07 — 5,04; P =
0,033) no dia 15 ou 16, avaliados pela Escala Ordinal de Melhoria Clinica da Organizagéo
Mundial de Salde, e eram mais propensos a se recuperar durante o tratamento (taxa de risco
2,19; 1C 95% 1,03 — 4,69; P = 0,043) (Monk, Marsden et al., 2021). E, em uma série de casos
com cinco pacientes imunossuprimidos com cargas virais altas persistentes e quadro clinico
grave com complicac@es infecciosas secundarias, a administracdo de IFNy adjuvante, 100 ug
por via subcuténea, trés vezes por semana, mostrou uma rapida diminuicdo da carga viral com
conversdo de cultura viral de positiva para negativa analisadas por PCR e auséncia de sinais

subsequentes de hiperinflamacdo em quatro pacientes (Van Laarhoven, Kurver et al., 2021).

2.1.2 Citocina anti-inflamatoéria

A citocina IL-10 é classificada como anti-inflamatéria, e uma producgéo inadequada dela
pode levar a uma inflamacdo descontrolada em infeccGes virais. Em pacientes criticos com
COVID-19 que néo sobreviveram, foi observada uma producdo deficiente de IL-10 por células
T reguladoras (Tregs) mensurada na secre¢do pulmonar, comparados aos que sobreviveram
(Goncalves-Pereira, Santiago et al., 2023). Em contraste, a produgéo de IL-10 por Tregs

plasmaticas foi maior em pacientes que evoluiram ao 6bito (Goncalves-Pereira, Santiago et al.,
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2023), dado coerente com outros achados da literatura que indicam que os niveis plasmaticos
de I1L-10 sdo maiores em pacientes graves em comparagao com pacientes ndo graves (Chang,
Bai et al., 2022). Em uma revisao sistematica com metanalise, que incluiu 77 artigos e analisou
13.986 pacientes, os niveis plasmaticos de IL-10, dentre outras citocinas, foram mais elevados
em casos graves de COVID-19 (Hu, Pan et al., 2022). Especula-se que o0 aumento dos niveis de
IL-10 no plasma de pacientes graves pode ser uma tentativa de regulacdo da reposta
inflamatdria descontrolada. De fato, a IL-10 parece ter um papel protetor, pois, enquanto uma
producdo inadequada pulmonar de IL-10 pode culminar no 6bito (Goncalves-Pereira, Santiago
et al., 2023), niveis plasmaticos aumentados de IL-10 estdo associados a pacientes que se
recuperaram da COVID-19 sem sequelas (Queiroz, Neves et al., 2022).

Recentes avancos de investigacdo sugerem que a IL-10 desempenha um papel crucial na
patogénese da COVID-19 devido a sua natureza anti-inflamatoria. 1sso significa que a IL-10
pode ser uma ferramenta eficaz para atenuar a reposta inflamatdria, especialmente em casos em
que 0s niveis séricos de citocinas pré-inflamatorias IL-6, IL-1p, IL-1o. ¢ TNF sdo altos. Além
disso, uma deficiéncia especifica no compartimento imunomodulador esta relacionada a
inflamacédo pulmonar e sistémica anormal (Balzanelli, Distratis et al., 2022). Portanto, a IL-10
é apontada como uma citocina que desempenha um papel crucial na adequada resolucdo da
COVID-19 (Hu, Pan et al., 2022).

2.2 QUIMIOCINAS

As quimiocinas, ou citocinas quimiotaticas, constituem uma grande familia de pequenas
citocinas que possuem baixo peso molecular, variando de 7 a 15kDa (Palomino e Marti, 2015).
Suas atividades bioldgicas foram mais claramente definidas nos leucécitos, onde as quimiocinas
coordenam o desenvolvimento, a diferenciacdo, a distribuicdo anatémica, o trafego e as funcdes
efetoras e, assim, regulam as respostas imunes inatas e adaptativas (Murphy, Baggiolini et al.,
2000).

Algumas quimiocinas sdo consideradas pro-inflamatorias e sua liberagdo pode ser
induzida durante uma resposta imune no local da infeccdo, enquanto outras sdo consideradas
homeostaticas e estdo envolvidas no controle da migragéo celular durante o desenvolvimento
ou manutengdo tecidual (Palomino e Marti, 2015).

As guimiocinas sdo classificadas em quatro subfamilias com base no arranjo dos dois
residuos de cisteina N-terminal: CC, CXC, CX3C e XC (Zlotnik e Yoshie, 2012). As duas
principais subfamilias sdo a CC, em que as cisteinas séo diretamente justapostas, e a CXC, que
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possui um Unico aminodcido varidvel entre as cisteinas. Na subfamilia CX3C ha trés
aminoacidos entre as duas cisteinas, enquanto na XC ndo ha a primeira e a terceira cisteinas do
motivo N-terminal (Hughes e Nibbs, 2018). Ja seus receptores sdo denominados de acordo com
suas subfamilias. Por exemplo, os nomes dos receptores das CC e CXC consistem na raizes
CCR e CXCR, respectivamente, seguidos por um namero (Murphy, Baggiolini et al., 2000).
As quimiocinas CC estimulam principalmente mondcitos, mas também agem
guimiotaticamente em basofilos, eosinofilos, linfocitos T e células natural killer (NK), enquanto

as CXC estimulam principalmente a quimiotaxia de neutrofilos (Palomino e Marti, 2015).

2.2.1 Quimiocinas inflamatdrias e homeostaticas

De forma geral, as quimiocinas CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL11, CCL13, CXCL1,
CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL7, CXCL8 e CXCL10 séo classificadas como
inflamatorias, pois sua liberacdo é induzida durante respostas imunolégicas inflamatdrias no
local da infeccdo, ao passo que as CCL18, CCL19, CCL21, CCL25, CCL27, CXCL12 e
CXCL13 sédo classificadas como homeostaticas, uma vez que atuam na migracdo celular
durante o desenvolvimento ou reparo do tecido (Le, Zhou et al., 2004).

Em uma infeccdo respiratoria viral, as quimiocinas estimulam a migracdo e o
recrutamento de células imunes; assim as quimiocinas pro-inflamatorias tém um papel
importante na depuracdo viral em infecgdes respiratorias virais, pois estimulam a migracao e o
recrutamento de células imunes para o local da infeccdo (Clementi, Ghosh et al., 2021). No
entanto, uma producdo excessiva de quimiocinas pro-inflamatérias pode contribuir para a
hiperinflamag@o pulmonar observada em pacientes com COVID-19 grave (Zaid, Dore et al.,
2021). Esse fato nos ajuda a compreender em parte o resultado de um estudo realizado na
Franca, que demonstrou que maiores concentracdes alveolares e plasmaticas de CXCL10 foi
independentemente associado a um namero maior de dias em ventilacdo mecanica na infeccao
por SARS-CoV-2 (Blot, Jacquier et al., 2020).

2.3 DESREGULACAO DA RESPOSTA IMUNE NA COVID-19

A desregulacdo da resposta imune durante uma infecgdo viral pode resultar em maior
infiltracdo de células inflamatorias, aumento da atividade celular com niveis elevados de
citocinas e quimiocinas e uma inadequada depuracdo viral. Essa resposta inadequada pode ser

responsavel por lesBes teciduais e por complicacdes da doenga (Clementi, Ghosh et al., 2021).
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2.3.1 Sitio sistémico

Tem-se observado que as manifestacfes graves da COVID-19 sdo diretamente mediadas
por uma resposta imune inadequada, a qual culmina na SDRA e em outras disfunc¢des organicas.
Isso ocorre devido a uma resposta retardada ou diminuida do IFN do tipo | plasmético a
regulacao positiva sustentada de citocinas pré-inflamatorias plasmaticas e ao atraso na mudanca
da resposta imune inata para a adaptativa (Sette e Crotty, 2021).

O sistema imunologico inato tem sido apontado como um defensor critico contra 0 SARS-
CoV-2 (Li, Wang et al., 2022). Esse sistema funciona como a primeira linha de defesa do
hospedeiro contra 0 SARS-CoV-2, limitando a entrada, traducéo, replicacdo e montagem viral,
identificando e removendo células infectadas, além de coordenar o desenvolvimento da
imunidade adaptativa (Diamond e Kanneganti, 2022).

A COVID-19 leve tem sido associada a células do sistema inume inato com uma
assinatura genética robusta estimulada por interferon, mensuradas no plasma nos primeiros dias
de infeccdo, o que ndo ocorre na COVID-19 grave (Hadjadj, Yatim et al., 2020; Schulte-
Schrepping, Reusch et al., 2020).

Quando comparados pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 com pacientes infectados
pelo Influenza, os primeiros apresentam uma inducgdo plasmatica prejudicada de IFNs do tipo |
e IFN-A. Também, os pacientes com COVID-19 expressaram outras citocinas pro-
inflamatorias de forma robusta, como TNF, IL-6, IL-7, IFN-y, CCL3 e CXCLS8 — estas citocinas
mantiveram-se em altas concentrac¢des por pelo menos 25 dias em um estudo que comparou 32
pacientes com COVID-19 com 16 pacientes com gripe que evoluiu para pneumonia, ambos
internados (Galani, Rovina et al., 2021).

Lucas et al demonstraram que pacientes com COVID-19 grave tiveram persisténcia de
niveis elevados de citocinas plasmaticas pro-inflamatdrias do sistema imune inato e adaptativo
apo6s o décimo dia, em comparacdo com aqueles que apresentaram formas moderadas da
doenca. Apods esse periodo, os pacientes com COVID-19 grave mantiveram producéo elevada
de citocinas pro-inflamatorias do sistema inato, como IFN-a, IFN-A, IL-1p, IL-12 e IL-18, e
também IFN-y, IL-5 e IL-13 do sistema adaptativo, enquanto houve reducéo dessas citocinas
nos pacientes com COVID-19 moderada. Esses achados indicam uma diferenca na expressao
de marcadores inflamatorios plasmaticos ao longo da progressdo da doenca entre pacientes
moderados e graves de COVID-19 (Lucas, Wong et al., 2020).

A desregulacédo da resposta inflamatoria na apresentagdo grave da COVID-19 pode

ocorrer devido ao atraso na mudanca da resposta inata para a adaptativa, que € caracterizada
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por uma resposta inata exuberante na fase tardia da doenca, resultando em imunopatologia
significativa (Lowery, Sariol et al., 2021; Sette e Crotty, 2021) (Fig.3).

A) Infecgao por COVID-19 em pacientes nao hospitalizados

N

Adaptive immunity

B) Infeccao por COVID-19 grave ou fatal, pacientes hospitalizados

Severe disease

Viral load

Adaptive

Figura 3: Um modelo integrado da resposta imune e a gravidade na COVID-19. A linha "imunidade inata"
refere-se especificamente ao pico cinético de citocinas inatas e quimiocinas detectaveis no sangue; respostas
imunes inatas ocorrem localmente durante o curso de uma infeccdo. "Células T" refere-se a células T CD4 * e
CD8 * especificas do virus. "Anticorpos" refere-se a anticorpos neutralizantes especificos do virus. A seta indica
um ponto no tempo com diferencas importantes na presencga ou auséncia de respostas de células T e na magnitude
da carga viral, comparando (A) e (B). O periodo de doenca clinica grave de COVID-19 estd sombreado em cinza
em (B). Fonte: Sette A, Crotty S. Adaptive immunity to SARS-CoV-2 and COVID-19. Cell. 2021 Feb
18;184(4):861-880. doi: 10.1016/j.cell.2021.01.007.
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2.3.2 Sitio Pulmonar

No estudo do sitio pulmonar, tem-se relatado uma expressdo maior das quimiocinas
CCL2, CCL3, CCL4 e CXCL10 em pacientes com COVID-19 em comparagdo com controles
saudaveis, através de analises transcriptomicas (Xiong, Liu et al., 2020). Assim, umas das
explicacOes para a hiperinflamacdo dos pulmdes de pacientes com COVID-19 grave tem sido
a producado excessiva de quimiocinas nos pulmdes (Zaid, Dore et al., 2021).

Em pacientes com COVID-19 critico hd um aumento na expressdo de CCL2 e CCL3 em
macrofagos, juntamente com o receptor CCR1 quando comparado com a COVID-19 moderada
(Chua, Lukassen et al., 2020). A ligacdo de CCL2 ou CCL3 a CCR1, CCR2 ou CCR5 pode
induzir o recrutamento de mondcitos para o parénguima pulmonar com subsequente
diferenciacdo em macréfagos inflamatdrios. Isso, por sua vez, pode levar ao recrutamento e
ativacdo consecutivos de células imunes adicionais, e que, se ndo devidamente regulado, pode
provocar danos epiteliais (Chua, Lukassen et al., 2020). A presenca de linfocitos T (Grant,
Morales-Nebreda et al., 2021; Saris, Reijnders et al., 2021) e de neutréfilos (Liao, Liu et al.,
2020; Zaid, Dore et al., 2021; Arifa, Goncalves-Pereira et al., 2023) nos pulmdes também tem
sido observada, assim como a prevaléncia das quimiocinas CC e CXC que estéo associadas a
influxo de linfécitos e neutrdfilos, respectivamente (Zaid, Dore et al., 2021).

O perfil transcriptdmico em massa e de célula Unica, realizado nas primeiras 48 horas
de intubacédo, observou um enrigquecimento de linfécitos T CD4+ e CD8+, além de mondcitos
no espaco alveolar em pacientes com pneumonia por SARS-CoV-2 em rela¢do a pneumonia
secundaria a outros patdgenos. As células T produzem IFNy, o qual ativa macrdéfagos
alveolares, que, por sua vez, produzem citocinas inflamatérias e promovem ainda mais a
ativacdo dos linfocitos T (Grant, Morales-Nebreda et al., 2021).

As células T CD4+ tém a capacidade de se diferenciar em uma variedade de tipos de
células auxiliares e efetoras, com capacidade de instruir as células B, ajudar as células T CD8 +,
recrutar células inatas e facilitar o reparo tecidual. As células T CD4+ especificas de virus
comumente se diferenciam em células Th1, que tém atividades antivirais através da produgao
de IFNy, e citocinas relacionadas, enquanto, as células T CD8+ sdo criticas para a eliminagéo
de muitas infecgdes virais, devido a sua capacidade de identificar e matar células infectadas
(Sette e Crotty, 2021).

Ja os neutrdéfilos sdo células imunes que fagocitam particulas virais e corpos apoptéticos
de células moribundas que contém particulas virais e intermediarios de replicagdo. Os

neutrofilos liberam granulos contendo enzimas citotdxicas e espécies reativas de oxigénio
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(ROS) para inativar ou eliminar os patogenos, incluindo virus. Além disso, os neutrofilos
ativados formam e liberam armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETS), compostas de
cromatina descondensada e histonas, que incapacitam biofisicamente os virus e evitam a
disseminacéo viral (Clementi, Ghosh et al., 2021).

A quimiocina-chave, que atua como um mediador do tréfico de neutrofilos, é a CXCL8
(Khalil, Elemam et al., 2021). Os neutrofilos tém um papel importante no sitio pulmonar, e a
reducdo dessas células esta relacionada a uma maior mortalidade em pacientes maiores de 60
anos com COVID-19 grave (Arifa, Goncalves-Pereira et al., 2023). No entanto, o excesso de
neutrdfilos esta associado a uma liberacéo excessiva de NETs no parénquima pulmonar, o que
pode causar danos no sistema respiratério de pacientes com COVID-19 (Veras, Pontelli et al.,
2020).

2.4 PERFIL INFLAMATORIO SISTEMICO VERSUS PULMONAR

Numa revisdo sobre resposta imune viral descrita em 2012, os autores descrevem que
aparentemente o sangue periférico ndo reflete uma imagem precisa do perfil de citocinas
pulmonares, local inicial da infecgdo viral (Tisoncik, Korth et al., 2012). Nos ultimos trés anos,
alguns pesquisadores procuraram entender melhor o perfil inflamatério pulmonar e sistémico
na COVID-19. Num estudo sobre a inflamacdo pulmonar e sua relacdo com a resposta
inflamatdria sistémica, foram comparados os niveis de IL-6 e PCR. Somente a relacdo dos
niveis IL-6 plasmatica e IL-6 do BAL mostrou uma correlagdo direta (r = 0,53, p < 0,01)
(Pandolfi, Fossali et al., 2020).

Em outro estudo, uma coorte combinada de 13 individuos com COVID-19 grave e 4
individuos com influenza grave, CXCL10 foi a Unica dentre 35 citocinas mensuradas cujos
niveis se correlacionaram significativamente entre o sangue periférico e o lavado
broncoalveolar (Reynolds, Vazquez Guillamet et al., 2021). Em estudo marroguino, com 45
pacientes com COVID-19 grave incluidos, foi observado que mediadores inflamatorios nos
pulmdes diferem daqueles detectados no sangue (Zaid, Dore et al., 2021).

Em suma, esses estudos com COVID-19 citados acima comegaram a apontar para um
possivel perfil de resposta inflamatoria diferente entre os sitios pulmonar e sistémico. No
entanto, mais pesquisas sdo necessarias para elucidar melhor como se comporta a resposta

imune nesses dois locais.
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3. JUSTIFICATIVA

A evolucdo da COVID-19 para um estado critico e fatal tem sido associada a padrdes
alterados de citocinas. Relatos recentes apontam para processos inflamatérios distintos nos
sitios sistémico e pulmonar, mas estudos que comparam citocinas nesses dois sitios ainda sdo
escassos. Além disso, faltam estudos para elucidar eventuais diferencas no comportamento das
principais citocinas entre pacientes com COVID-19 gravemente enfermos que se recuperam e
aqueles que falacem, considerando os territorios pulmonar e sistémico.

Assim, para melhor elucidar o padrdo inflamatdrio na COVID-19 critica, desenhamos
um estudo para analisar o papel modulador de citocinas e quimiocinas no sistema imunolégico
em ambos os sitios, pulmonar e sisttémico, de pacientes com COVID-19 grave, em ventilacdo
mecanica invasiva, internados em unidade de terapia intensiva. Adicionalmente, avaliamos a
associacao e correlacdo do perfil dessas moléculas com caracteristicas clinicas e laboratoriais

desses pacientes.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o perfil das citocinas e quimiocinas pulmonares e sisttmicas em pacientes

adultos com infeccdo pelo SARS-CoV-2 internados em uma unidade de terapia intensiva.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.2.1. Descrever a casuistica dos pacientes incluidos no estudo, utilizando dados demograficos
e clinicos.

4.2.2. Verificar se existe correlagdo entre as citocinas e quimiocinas mensuradas no mini-lavado

broncoalveolar (mini-BAL) e no sangue periférico.

4.2.3. Verificar se as citocinas/quimiocinas mensuradas no mini-BAL e no sangue periférico

tém correlacdo e associa¢do com dados clinicos/laboratoriais.

4.2.3. Analisar se ha diferenca entre as citocinas e quimiocinas mensuradas no mini-BAL e no
sangue periférico entre o grupo que sobreviveu comparado ao que nao sobreviveu durante

internacéo.

4.2.4. Analisar as citocinas e quimiocinas encontradas no mini-BAL e no sangue periférico em
relacdo a capacidade de oxigenacdo pulmonar medida através da relacdo PaOxFiO, (pressdo

parcial de oxigénio dissolvida no sangue arterial/fragdo inspirada de oxigénio).
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 DESENHO DO ESTUDO E LOCAL DE REALIZACAO

Trata-se de estudo de coorte prospectivo, realizado na Unidade de Terapia Intensiva
(UTI) de Adultos do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC-
UFMG). O HC — UFMG é um hospital universitério, publico, geral, de grande porte, integrado
100% ao Sistema Unico de Satde (SUS), com 504 leitos, referéncia em atendimento de alta
complexidade no estado de Minas Gerais, localizado na cidade de Belo Horizonte. A UTI de
adultos € uma unidade mista, com capacidade instalada de 18 leitos, referéncia para o

atendimento de pacientes criticamente enfermos com infecgéo por SARS-CoV-2.

5.2 SELECAO DOS SUJEITOS DA PESQUISA

Entre maio de 2020 e abril de 2021, pacientes criticamente enfermos admitidos na UTI
adulto do HC-UFMG foram avaliados para elegibilidade neste estudo, seguindo os critérios

abaixo.

5.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

e Adulto, com 18 anos ou mais;

e Infeccdo confirmada por SARS-CoV-2 por RT-PCR,;

e Insuficiéncia respiratoria com requerimento de assisténcia ventilatoria mecénica
invasiva;

e Ter o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) assinado pelo préprio

paciente ou pelo representante legal.

5.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

e Pacientes moribundos (previsdo de 6bito nas préximas 24 horas);

e Paciente que foram vacinados contra SARS-CoV-2

e Pacientes em que o mini-BAL n&o pode ser coletado dentro dos dois primeiros dias (D1-
2) ou entre o0 quinto e o oitavo dia (D5-8) ap0s a intubagéo.

Os pacientes foram acompanhados até o desfecho (6bito ou alta hospitalar) e
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classificados, para fins de analise estatistica, em dois grupos: os que sobreviveram e 0s que ndo

sobreviveram durante a internacdo hospitalar.
5.5 CONSIDERACOES ETICAS

O estudo foi conduzido em conformidade com os principios da Declaracdo de Helsinque
e as Diretrizes e Normas Reguladoras de Pesquisa envolvendo Seres Humanos (Resolugéo
466/12 do Conselho Nacional de Satide — CNS) e foi aprovado pela Comissdo Nacional de Etica
em Pesquisa (CONEP), CAAE: 30437020.9.0000.5149 (ANEXO A).

Esta pesquisa ndo interferiu na assisténcia dos pacientes. A decisdo sobre estratégias
propedéuticas e terapéuticas especificas seguiu exclusivamente determinagdes da equipe
assistencial responsavel pelos pacientes durante a estada na UTI, seguindo protocolos clinicos
institucionais.

A confidencialidade dos dados dos participantes foi assegurada durante toda a pesquisa.
Os dados gerados pelo estudo estdo disponiveis para inspecdo, mediante solicitacdo, para

representantes das agéncias reguladoras, autoridades nacionais e locais de salide e CONEP.

Os pesquisadores obtiveram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) por
escrito de todos os sujeitos da pesquisa, assinados por eles proprios ou por um responsavel
legal, quando os primeiros ndo estavam em condicOes de discernimento adequadas ou sedados
(Apéndice 1 e Apéndice 2). Os sujeitos da pesquisa ou seus responsaveis legais receberam
esclarecimento abrangente a respeito dos objetivos, potenciais riscos e beneficios da
participacdo na pesquisa, tiveram a oportunidade de fazer perguntas em relacdo ao estudo e
tiveram tempo adequado para considerar sua decisdo de participar ou ndo da pesquisa. O TCLE
foi assinado e datado em duas vias, uma via do termo foi entregue ao sujeito da pesquisa ou seu

responsavel legal e a outra via foi arquivada pela equipe de pesquisa.

5.6 COLETA DOS DADOS DEMOGRAFICOS, CLINICOS E TOMOGRAFICOS

Os dados demograficos e clinicos foram coletados em prontuarios eletrdnicos MVPEP
SIG SS versdo 2.8.0 (MVPEP-PRONTUARIO ELETRONICO DO PACIENTE, [s. d.]) e
AGHU versio 6.9.0 (APLICATIVO DE GESTAO PARA HOSPITAIS UNIVERSITARIOS).
Os dados dos exames laboratoriais foram coletados no sistema Matrix Net (LABORATORIO
DE ANALISES CLINICAS HC-UFMG, [s. d.]), enquanto os dados das tomografias
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computadorizadas de térax com seus respetivos laudos médicos foram coletados no sistema
eletronico Vivaceconnect (MV SISTEMAS DE MEDICINA DIAGNOSTICA LTDA). Esses
dados foram coletados e transferidos para a plataforma digital REDCap®, que é um software
de uso gratuito, disponibilizado pela Universidade Vanderbilt a instituigdes interessadas em

pesquisa, mediante cadastramento prévio.

As informacges coletadas foram realizadas de forma prospectiva e incluiram dados
demograficos (idade e sexo); comorbidades: hipertensdo arterial sistémica (HAS), diabete
melito (DM), doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), asma, doencgas cardiovasculares,
doenca renal crénica dialitica, neoplasias em atividade, historia de transplante, obesidade e
outras comorbidades; dados clinicos: porcentagem de acometimento pulmonar em vidro fosco
observados na tomografia de torax e a relacdo PaO./FiO2; dados laboratoriais: leucocitos,
neutrdfilos, linfdcitos, plaquetas, proteina C reativa (PCR), lactato, creatinina, bilirrubina;
escores de gravidade clinica: escore SOFA, Sequential Organ Failure Assessment (Vincent,
Moreno et al., 1996) e o escore APACHE-II, Acute Physiology and Health Evaluation (Knaus,
Draper et al., 1985), além de informac0es relativas ao uso de antibiéticos, de dexametasona,
vasopressores e inotrépicos; evolugdo com lesdo renal aguda durante o periodo de internagéo;
tempo de internacdo em UT] e estadia hospitalar. Os pacientes foram acompanhados até o 6bito

ou alta hospitalar.

5.7 COLETA E PROCESSAMENTO DE MATERIAL BIOLOGICO

Amostras de sangue periférico e secrecdo pulmonar (mini-BAL) foram coletadas no
mesmo dia em dois momentos do seguimento dos pacientes:

- Primeira coleta: primeiras 48 horas apds a intubacéo, ou seja, nos dois primeiros dias
(D1-2) apds instituicdo de ventilagdo mecénica;

- Segunda coleta: entre 0 quinto e o oitavo dia (D5-8) apos a intubacéo.

As amostras foram devidamente acondicionadas e transportadas em temperatura
ambiente para o Laboratério de Imunoparasitologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da
UFMG, onde foram realizados o processamento inicial e 0 armazenamento dessas amostras.

Foram coletados 5ml de sangue periférico em tubos coletores a vacuo com heparina em
cada amostra. Quando ndo puderam ser transportadas imediatamente, as amostras de sangue

foram mantidas a 4°C até o momento do transporte para o processamento, o qual foi realizado
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no mesmo dia da coleta. No processamento, o plasma foi separado por centrifugacédo utilizando
Ficoll Hipaque (SIGMA). O plasma foi recolhido, devidamente identificado e armazenado, em
freezer a -80°C, para posterior analise das citocinas e quimiocinas, enquanto as células foram
usadas em outros estudos conduzidos pelo nosso grupo de pesquisa (Arifa, Goncalves-Pereira
et al., 2023; Goncalves-Pereira, Santiago et al., 2023).

As amostras de secrecdo pulmonar foram coletadas através da técnica do mini-lavado
broncoalveolar (mini-BAL) (Kollef, Bock et al., 1995) com modificacdo, usando um volume
menor (Erden, Basaranoglu et al., 2003) e um sistema de aspiragéo traqueal fechado, para se
adequar as precaucdes de transmissdo do SARS-CoV-2. Assim, foram instilados 10 ml de soro
fisiolégico estéril na tragqueia/bronquio direito e imediatamente realizada a aspiracdo e
dispensacdo em um frasco coletor de secrecédo estéril. O processamento da secre¢do pulmonar
foi realizado dentro de duas horas ap0s a coleta. Para a separagdo do sobrenadante e das células
foi utilizado o método descrito por Pizzichini et al. (1996), que consiste em diluir duas vezes a
amostra de secrecdo pulmonar em tampdo fosfato salina, pH 7,4 (PBS 1x) contendo 0,1% de
Ditiotreitol (LGC Biotecnologia), levar no vortex por 15s, deixar em repouso por 10 min e
coloca-la novamente no vortex por 15s (Pizzichini, Pizzichini et al., 1996). Em seguida, as
amostras foram diluidas 4x em PBS 1x e submetidas a centrifugacéo a 200g por 10 min. Por
fim, o sobrenadante foi coletado e armazenado, em freezer a -80°C, para posterior analise das

citocinas e quimiocinas.

5.8 DOSAGEM DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS

A gquantificacdo dos niveis plasmaticos e no sobrenadante da secrecdo pulmonar de
CCL2, CCL4, CXCLS, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, G-CSF,
GM-CSF, TNF e IFN-y foi realizada através do kit Bio-Plex Pro™ Human Cytokine 17-plex
Assay (Bio-Rad) e CCL3, CCL5, CXCL10, através do Bio-Plex Pro™ Human Cytokine 3-plex
Assay (Bio-Rad), de acordo com as instrugdes do fabricante. As amostras foram analisadas
através do Bio-Plex™ 200 System (Bio-Rad) utilizando o software Bio-Plex Manager™ versdo
6.1 (Bio-Rad) no Laboratorio Professor Lineu Freire Maia da Faculdade de Medicina da
UFMG.

A citocina IL-7 ndo foi detectavel em nenhuma amostra. CCL5 foi detectavel em apenas
42% do total das amostras e apenas em 31% do sobrenadante da secre¢do pulmonar. Assim,

essas citocinas foram excluidas das anélises devido provavel erro na leitura do citdmetro.
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5.9 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica foi utilizado o software GraphPad Prisma versdo 9.5.0. Os
dados foram descritos na forma de proporcdo para as varidveis categoricas, enquanto para as
varidveis continuas utilizaram-se mediana e primeiro e terceiro quartil (Q1-Q3) devido a sua
distribuicdo ndo paramétrica. Esse padrdo de distribuicdo foi definido pela anélise do padréo
visual dos gréficos e pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk. As caracteristicas dos
pacientes, variaveis categdricas, foram analisadas através do teste exato de Fisher, enquanto
para as varidveis continuas, pelo teste de Mann-Whitney. Para as analises de correlacOes
utilizou-se o teste ndo paramétrico de Spearman R. Valores outliers foram analisados usando o
método de ROUT (Q = 1%) e retirados das analises.

Considerou-se como significativo o valor bicaudal de p<0,05 em todas as analises.
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6 RESULTADOS

Os resultados deste estudo serdo apresentados no formato de um artigo original a ser

submetido para publicacao.
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Abstract

Background: The evolution of COVID-19 into a critical and fatal state has been associated
with altered patterns of cytokines and chemokines. Recent reports have pointed to distinct
inflammatory processes occurring in systemic and pulmonary sites. However, studies comparing
the profile of these molecules in these two sites are still scarce. Objective: To evaluate the profile
of pulmonary and systemic cytokines and chemokines in critically ill COVID-19 patients.
Methods: Levels of cytokines and chemokines were measured in plasma samples and mini-
bronchoalveolar lavage using Luminex multiplex assay of critical COVID-19 patients within 48
hours and 5-8 days after intubation. Results: We included 34 patients, 16 survivors and 18 non-
survivors, and our findings indicate that distinct inflammatory processes occur in the pulmonary
and systemic sites, which seem to be regulated separately. Survivors’ patients had higher mini-
BAL levels of IFN-y, IL2, IL4, G-CSF, and CCL4 when compared to non-survivors. Conversely,
non-survivors presented higher plasma levels of IL-6, CXCL8, CXCL10, CCL2, and CCL4 than
survivors. Furthermore, our findings indicate that higher levels in the mini-BAL of TNF and
CXCL8 were associated with better lung oxygen exchange capacity, whereas higher levels in
plasma IFN-y and IL-5 were associated with worse lung function, as measured by the PaO/FiO-
ratio during the early phase of the critical infection. Conclusion: These results suggest that a robust
and localized inflammatory response in the lungs is protective and associated with survival,
whereas a systemic inflammatory response appears to be detrimental and associated with mortality
in critically ill patients with COVID-19.
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Introduction

Since the emergence of coronavirus disease 2019 (COVID-19), caused by severe
respiratory acute syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), researchers from different countries
have struggled to understand this new disease and provide guidance for its clinical management.
Over the three years since the start of the pandemic began, there have been over 676 million
reported cases of COVID-19 and more than 6.8 million deaths worldwide [1].

The pulmonary system is the primary site of SARS-CoV-2, making it a critical player in
the initial immune response against this virus [2]. However, COVID-19 is now known to be a
systemic disease, with the involvement of multiple extrapulmonary tissues [2, 3]. Thus, studying
the immune response in both pulmonary and systemic sites is essential for a better understanding
of COVID-19 pathogenesis.

A higher incidence of critical illness and fatality has been associated with altered cytokine
patterns in patients with COVID-19 [4, 5]. For example, a longitudinal study demonstrated that
while moderate COVID-19 cases had reduced plasma cytokine levels, severe COVID-19 cases
maintained high levels of cytokines and chemokines associated with monocytes, T cell recruitment,
and survival [6]. Another study found that severe cases admitted to the intensive care unit (ICU)
had increased plasma levels of IL-2, IL-7, IL-10, G-CSF, CXCL10, CCL2, CCL3, and TNF when
compared to those not in the ICU [7]. Furthermore, elevated plasma levels of cytokine IL-6 are a
predictor of lung injury severity [8] and mortality [9] in COVID-19. Additionally, cytokine levels
are also elevated in the lungs during SARS-CoV2 infection. For instance, analysis of transcriptomic
data in bronchoalveolar lavage of a patient with COVID-19 found high expression of CCL2, CCLS3,
CCL4, and CXCL10 when compared to healthy donors [10].

Some studies have attempted to understand the regulation of systemic and pulmonary
inflammation during COVID-19. One study analyzed the correlation between lung and peripheral
inflammation and found a positive correlation in IL-6 levels in both sites [11]. However, a
limitation of this study was the lack of paired assessments of cytokines, as lung and blood samples
were collected at different time points during the infection, making comparisons difficult [11].
CXCL-10 was also found to be correlated between bronchoalveolar lavage and plasma levels in
COVID-19 [12]. On the other hand, a recent report suggests limited correlations between the

inflammatory cytokines in these two sites [13]. So, it is still necessary more studies to understand
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how local and systemic inflammations are regulated in COVID-109.

In this study, our objective was to assess the cytokine patterns in paired samples obtained
from the pulmonary and systemic sites of patients with critical COVID-19 who required invasive
mechanical ventilation. To achieve this, we analyzed the levels and correlations of cytokine in
mini-bronchoalveolar lavage (mini-BAL) fluid and plasma at two different time points.
Additionally, we examined the relationship between cytokine levels from the pulmonary and
systemic sites and laboratory and clinical parameters, as well as the association of these proteins

with the disease outcome of patients with critical COVID-109.

Results

Characteristics of the study population

We prospectively enrolled 34 severely ill patients with SARS-CoV-2 infection under invasive
mechanical ventilation, who were admitted to the intensive care unit (ICU) of the Hospital das
Clinicas of the Federal University of Minas Gerais, Belo Horizonte, Brazil, between May 2020 and
April 2021. The median age was 58 years and 62% were men. The most common underlying
comorbidities were systemic arterial hypertension (16%), diabetes mellitus (12%), and
cardiovascular disease (9%). Paired blood samples and mini bronchoalveolar lavage (mini-BAL)
were collected at two-time points of the follow-up: the first 48 hours of intubation (D1-2) and days
5-8 (D5-8) after intubation. Patients were followed up until the outcome, i.e. hospital discharge
(survivors, n=16) or death (non-survivors, n=18). Patients of the non-survivors™ group were older
than the survivors (p=0.02) and had a significantly higher number of comorbidities (p<0.05). The
main characteristics of the included patients are presented in table 1.



Table 1: Main characteristics of the patients included in the study”
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Total Suvivor Non-survivor

n=34 n=16 n=18
Baseline
Age - median (Q1-Q3) 58 (41-70) 47* (40-61) 64* (51-74)
Gender (M) - no. (%) 21 11 10
Symptom days - median (Q1-Q3) 8 (7-11.3) 8 (7-13) 5(7-11)
Days of hospital stay prior to study enrollment - median (Q1-Q3) 1(1-5.2) 1*(1-1) 3.5%(1-10)
SOFA (points)- median (Q1-Q3) 7.5(5-9) 7 (4-10) 8 (6-9)
APACHE Il (points)- median (Q1-Q3) 16.5 (13.5-22.3) 16 (10.5-21.5) 17.5(15-23.8)
Chest CT changes > 50% GGO - no. (%) 12/24 (50) 6/12 (50) 6/12 (50)
PaO,/FiO, - median (Q1-Q3) 168 (113-201) 164.1 (106-225) 168.7 (113-223)
Prone patients - no. (%) 18 (53) 9 (56) 9 (50)
Continuous use of immunosupressants drugs - no. (%) 3(9) 2 (12.5) 1(5.6)
Comorbidities - no. (%) 27 (79.4) 10* (62.5) 17*(94.4)
Systemic arterial hypertension - no. (%) 16 (47) 6 (37.5) 10 (55.5)
Diabetes mellitus - no. (%) 12 (35.3) 4 (25) 8 (44.4)
COPD - no. (%) 2 (6) 2(12.5) 2(111)
Asthma - no. (%) 2 (6) 1(6.3) 1(5.6)
Cardiovascular diseases - no. (%) 9 (26.5) 2 (12.5) 7(38.9)
CKD dialytic - no. (%) 2 (6) 0 2(111)
Active neoplasm - no. (%) 4(11.8) 1(6.3) 3(16.7)
Transplanted - no. (%) 1(2.9) 1(6.3) 0
Obesity: BMI > 30 (weight (Kg) / height (m?) - no. (%) 7 (20.6) 4(25) 3(16.7)
Other comorbidities - no. (%) 8(23.5) 2 (12.5) 6(33.3)
Laboratory characteristics at baseline
Leukocyte x 103/pl - median (Q1-Q3) 10.5 (7.1-14) 11.1 (6.7-13.6) 10.4 (6.6-15.1)
Neutrophil x 103/pl - median (Q1-Q3) 8.7 (6.6-13) 8.6 (5.6-12.2) 8.9 (6.3-14)
Lymphocyte x 103/pl - median (Q1-Q3) 0.6 (0.4-0.8) 0.7 (0.6-0.8) 0.5(0.2-0.9)

Platelet x 103/pl- median (Q1-Q3)
CRP mg/I - median (Q1-Q3)

189 (145-450)
180 (69.9-229.5)

199 (155-285)
160.2 (57.6-254.4)

183 (123-219)
190.4 (141.5-227.7

Lactate mmol/I - median (Q1-Q3) 1.6 (1.4-4.8) 15(1.2-2.1) 1.7 (1.5-2.2)
Creatinine mg/dl - median (Q1-Q3) 1.6 (0.7-2.2) 1.3 (0.5-6.3) 1.2 (0.6-6.4)
Bilirubin mg/dl - median (Q1-Q3) 0.6 (0.4-5.7) 0.5(0.3-1.8) 0.6 (0.5-5.7)
Nosocomial infection

At 1 day of this study - no. (%) 2(5.9 1(6.3) 1(5.6)
At 7 day of this study - no. (%) 9 (26.5) 3(18.7) 6 (33.3)
Follow-up

Antibiotic use during the ICU stay - no. (%) 33(97) 16 (100) 17 (94.4)
Use of dexamethasone during hospitalization - no. (%) 28 (82.4) 14 (87.5) 14 (78)
Vasopressor or inotropic during hospitalization - no. (%) 32 (94.1) 14 (87.5) 18 (100)
AKI during hospitalization - no. (%) 25 (73.5) 10 (62.5) 15 (83.3)
Length of ICU stay in days - median (Q1-Q3) 17 (10.5-33) 21.5(11-33) 16.5 (9-30)
Length of hospitalization stay in days - median (Q1-Q3) 31(18.8-44.8) 39**(30.5-52.5) 22**%(13-34)

Abbreviations: AKI, acute kidney injury; APACHE Il, Acute Physiology and Chronic Health Evaluation 1I; BMI,
body mass index; COPD, chronic obstructive pulmonary disease; CKD, chronic kidney disease; CRP, C-reactive
protein; CT, computed tomography; GGO, ground-glass opacity; ICU, intensive care unit; M, male; PaO./FiO,, arterial
oxygen partial pressure/ fractional inspired oxygen; SOFA, Sequential Organ Failure Assessment. The Mann-Whitney
test was used to compare continuous variables, and Fisher’s Exact test for categorical variables. Statistical significance



44

is indicated by * P <0.05 or ** P <0.01.

Compartmentalized correlation of cytokines levels between lung and plasma

To better understand the immune response in both pulmonary and systemic sites, we
measured the concentration of 18 cytokines and chemokines in plasma and mini-BAL at up to 48
hours after intubation, days 1-2 (D1-2), and around day 7 after intubation, days 5 to 8 (D5-8). It is
already established that cytokine levels are upregulated in the lungs [14] and plasma [6, 9, 15]
during severe COVID-19. To verify the relationship between these two compartments, we
evaluated the correlations of the cytokines within each site and between them. We observed a
strong correlation between the levels of several cytokines within each compartment at both time
points, suggesting an internal regulation of the inflammatory processes in each site. However, we
did not observe any correlation between cytokine levels in the lungs and plasma, suggesting that
the cytokines response in the lungs and circulation are independently regulated (Figure 1, Table S1-
4,
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Figure 1: Correlation matrix of cytokine levels and laboratory parameters within and between lung and plasma.
Cytokines, chemokines, and laboratory parameters were measured in mini-BAL and peripheral plasma or blood on
days 1-2 and days 5-8 after intubation (n=34). Correlations were analyzed using the Spearman correlation coefficient.
Each column represents a single cytokine, and the intensity of the color represents the level of correlation (r) between
cytokine pairs, blue color indicates a positive correlation while red represents a negative correlation. Abbreviations:
CRP, C-reactive protein; G-CSF, granulocyte colony-stimulating factor; GM-CSF, granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor; IFN-y, interferon y; IL, interleukin; SOFA, Sequential Organ Failure Assessment; PaO,/FiO,,

arterial oxygen partial pressure/ fractional inspired oxygen; TNF, tumor necrosis factor.
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We also analyzed whether any cytokines measured in mini-BAL and plasma could be
correlated with organic/laboratory markers, such as lactate, C-reactive protein (CRP), platelets,
leukocytes, neutrophils, lymphocytes, creatinine, bilirubin, lung injury (PaO. /FiO.), and clinical
score measured by SOFA at both time points, D1-2, and D5-8 of intubation (Figure 1). We found
that, on D1-2, CRP was negatively correlated with pulmonary levels of CCL-4 (r =-0.41, p = 0.03),
CXCL8 (r =-0.44, p = 0.02), IL-1B (r = -0.40, p = 0.04), IL-12 (r = -0.38, p = 0.04), IL-17 (r = -
0.38, p = 0.04), and G-CSF (r = -0.41, p = 0.03). Surprisingly, in plasma, CRP only showed a
positive correlation with CXCL10 (r = 0.40, p = 0.04). These results imply that there could be an
inverse correlation between pulmonary and systemic inflammation, as suggested by the levels of
lung cytokines and CRP. Lymphocytes were also positively correlated with pulmonary levels of
CXCL8 (r=0.49,p =0.01), IL-1B (r = 0.58, p<0.00), IL-2 (r =0.39, p = 0.04), IL-12 (r=0.44, p
= 0.02), IL-13 (r = 0.52, p<0.00), TNF (r = 0.42, p = 0.03), and GM-CSF (r = 0.41, p = 0.03).
Interestingly, SOFA score showed a positive correlation only with plasma levels of I1L-10 (r = 0.50,
p = 0.01), and PaO2/FiO- ratio showed a negative correlation with several inflammatory cytokines
only in plasma, such as IL-2 (r =-0.39, p = 0.04), IL-4 (r =-0.40, p = 0.03), IL-5 (r=-0.49, p =
0.01), IL-6 (r =-0.39, p =0.04), IL-13 (r =-0.41, p = 0.03), IFN-y (r =-0.50, p = 0.01), and G-CSF
(r=-0.38, p = 0.04) (Table 2, Table S1 and S2), which also suggests that systemic inflammation
seems correlated with worse clinical and laboratory markers than pulmonary inflammation. It is
worth noting that these correlations were mostly lost at D5-8, except for lymphocytes that
maintained a correlation with lung levels of IL-1p (r = 0,42, p =0.03) (Tables S3 and S4). Lactate,
leukocytes, neutrophils, and platelets did not correlate with the production of cytokines studied in

both sites in this study.
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Table 2: Correlation table between cytokines and laboratory data (CRP and lymphocytes), lung injury
(PaO,/FiO,) and severity score (SOFA). Cytokines were measured in mini-BAL and plasma samples on days 1-2 of

intubation and were correlated with CPR, lymphocytes, PaO./FiO, and SOFA. Mini-BAL and plasma cytokine levels
were correlated to CRP (mg/l, n=28), lymphocytes count (10%/ul, n=28), PaO,/FiO, (mmHg, n=28), and SOFA
(n=28). Correlations were calculated with Spearman correlation coefficient. Each column represents a single cytokine,
and the intensity of the color represents the level of correlation (r), blue color indicates a positive correlation while red
represents a negative correlation. Significant correlations are indicated by * P <0.05 or ** P <0.01.

Survivors exhibit higher levels of cytokines in the lung, whereas non-survivors, in the blood

We then analyzed whether cytokines/chemokines measured in plasma or lungs could be
associated with the clinical evolution of critical COVID-19. Both groups showed generally similar
levels of lung chemokines on D1-2, except for CCL4. The survivors™ group had a higher production
of CCL4 in the mini-BAL on D1-2 (p=0.01) as compared to their non-survivor counterparts. On
the other hand, we observed in the plasma of non-survivors a significantly higher production of
CXCL10 (p=0.02) on D1-2 and CCL2 (p=0.007), CCL4 (p=0.03) and CXCLS8 (p=0.04) on D5-8.
We observed no significant difference between the two groups regarding the production of CCL3
in both sites (Figure 2). In contrast, survivors also showed higher levels of IFN-y (p=0.01), IL-2
(p=0.01), IL-4 (p=0.03), G-CSF (p=0.01), and IL-10 (p=0.02) in mini-BAL on D5-8. On the other
hand, non-survivors had higher levels of IL-6 in plasma on both time points, D1-2 (p=0.02) and
D5-8 (p=0.04). TNF levels were increased in both the lungs and blood on D1-2 in the survival
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group (Figure 3). No significant differences were found between the two groups in the levels of
IL-1pB, IL-5 IL-12, IL-13, IL-17, and GM-CSF in either the lungs or blood (Figure S2). These data

suggest that non-survivors presented higher levels of inflammatory markers on the plasma,

especially at latter times of infection, while survivors showed strong inflammatory signs in the

lungs.
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Figure 2: Levels of chemokines in survival and non-survivors™ group. Chemokines were measured in mini-BAL
and plasma up to 48 hours on days 1-2 and around day 7 (days 5-8) of intubation. Survivors (gray square) n=13 (days1-
2) and n=12 (days 5-8). Non-survivors (open triangle) n=15 (days 1-2) and n=14 (days 5-8). Differences between
groups were analyzed using the Mann-Whitney test and are indicated by asterisks (*) when statistically significant (P
< 0.05). The black lines represent the median of each group. Outliers were identified by the ROUT method (Q=1%).
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Figure 3: Levels of cytokines in survival and non-survivor's group. Cytokines were measured in mini-BAL and
plasma up to 48 hours on the days 1-2 (days 1-2) and around day 7 (days 5-8) of intubation. Survivors (gray square)
n=13 (days1-2) and n=12 (days 5-8). Non-survivors (open triangle) n=15 (days 1-2) and n=14 (days 5-8). Differences
between groups survivors and non-survivors on day 1-2 and on day 5-8 were analyzed by Mann-Whitney test and are

indicated by asterisks (*) when statistically significant (P< 0.05). The black lines represent the median of each group.
Outliers were identified by ROUT test (Q=1%).
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Systemic inflammation is associated with worse PaO2/FiO:2 ratio

Since respiratory failure is a marker of poor evolution of COVID-19, we decided to
investigate whether the pulmonary oxygen exchange capacity, as measured by the PaO>/FiO; ratio,
was associated with either lung or systemic inflammation. The PaO2/FiO; ratio is commonly used
to evaluate the degree of hypoxemia [16], with a value equal to or below 300 mmHg indicating the
presence of acute respiratory distress syndrome according to the Berlin definition [17]. In our study,
we chose the cutoff value of 150 mmHg because it indicates worsening of lung function and the
need for prone position to improve lung oxygenation capacity in acute respiratory distress
syndrome (ARDS) [18].

We observed patients with a PaO2/FiO> ratio equal to or greater than 150 mmHg on point
D1-2 of intubation, i.e. patients with better pulmonary function, displayed increased TNF and
CXCLS8 levels in the lungs (Figure 4). On the other hand, patients with worse pulmonary function
with a PaO2/FiO, lower than 150mmHg on D1-2 presented increased levels of inflammatory
cytokines such as IFN-y and IL-5 in the plasma (Figure 4). Notably, these differences were no
longer observed on D5-8 of intubation. These findings also suggest that high inflammatory
cytokines levels measured in plasma were associated with worse lung function, as measured by the
PaO./FiO; ratio at the beginning of the critical phase of infection, while pulmonary inflammation

seems associated with better lung function.
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Figure 4: Cytokines/chemokines when PaO,/FiO, < 150mmHg. Cytokines/chemokines measured in mini
bronchoalveolar lavage (mini-BAL) and plasma when the PaO,/FiO, (P/F) ratio P/F < 150mmHg compared with P/F

> 150 mmHg up to 48 hours on the day 1 (days 1-2) and around day 7 (days 5-8) of intubation. P/F < 150mmHg (gray
square) n=12 (days1-2) and n=7 (days 5-8). P/F > 150 mmHg (open triangle) n=16 (days 1-2) and n=19 (days 5-8).
The test The Mann-Whitney test was used for statistical analysis and was indicated by asterisks (*) when (P<0.05) and
(**) when (P<0.01). The black lines represent the median of each group. Outliers were identified by the ROUT test
(Q=1%).
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Discussion

The study of immune response in critical COVID-19 patients is important for providing
information on the pathophysiology of respiratory failure and death associated with SARS-CoV-2
infection, especially in patients who require mechanical ventilation, where mortality ranges from
25% to 34%. [19]. There is ample evidence of immune system dysregulation in severe and critical
COVID-19 cases [3, 20-22]. However, few studies have focused on the evolution of pulmonary
and systemic inflammation in critical patients who recover or die. Although it is established that
systemic inflammation can lead to multi-organ dysfunction in critical COVID-19 [23, 24], the
respiratory system is typically the initial site of infection, making it necessary to understand and
study the inflammation in both sites. Therefore, studying the systemic and pulmonary inflammatory
response in critical COVID-19 patients and understanding how these responses occur in the
survivors: group compared to non-survivors is important for comprehending the
immunopathogenesis and gaining insights into appropriate treatment management.

Our data show that distinct inflammatory processes are occurring separately in the
pulmonary and systemic sites, which significantly impact the infection's outcome. This finding
aligns with the study conducted by Zaid et al., which suggests that plasma cytokines may not
reliably indicate inflammation in the lungs of severe COVID-19 patients [13]. Indeed, we found
no correlation between lung and blood cytokines levels, but a strong correlation within each site.
For instance, when comparing the pulmonary and systemic sites, we observed that the non-
survivors displayed higher inflammation in the systemic site with high levels of CCL2, CCL4,
CXCL8, CXCL10, and IL-6, primarily within days 5-8 after intubation. On the other hand,
survivors showed an effective pulmonary inflammation with high levels of mini-BAL TNF and
CCL4 within the first 48 hours after intubation and exhibited increased levels of IFN-y, IL-2, IL-4
and, G-CSF around 7 days after intubation.

Other studies have also indicated severity associated with increased levels of plasma
chemokines, such as CCL2 [21, 25], CXCL8 [25, 26] and CXCL10 [25, 26] in severe COVID-19.
The increased presence of chemokines CCL2, CCL4, CXCL8, and CXCL10 in the plasma was
observed among the Wuhan, Alpha, Delta, and Omicron variants of moderate to severe COVID-
19 patients when compared to healthy individuals. The authors suggest that these chemokines could
potentially serve as biomarkers of disease severity or as targets for anti-inflammatory interventions

[25]. Increased levels of chemokines in plasma have been associated with an impaired influx of
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monocytes, neutrophils, and lymphocytes into the lungs. Recent reports have described an
enrichment of alveolar space with macrophages [27, 28], T lymphocytes [27], and neutrophils [27-
29]. On the hand, the presence of chemokines in the lungs is associated with an increased influx of
inflammatory cells [13]. These findings agree with our observations that survivors show higher
cytokine and chemokine levels in the lungs, possibly allowing an effective inflammation
development, whereas non-survivors demonstrate elevated levels in the blood, which may impair
the migration of inflammatory cells to the lungs. Indeed, decreased levels of CD4+ T cells in the
lungs have been associated with failure to extubate and mortality [30]. Likewise, reduced
pulmonary neutrophil infiltration is also associated with higher mortality in severe COVID-19
patients over 60 years old [29]. These findings highlight the harmful effects of increased plasma
chemokine levels, and in our study, this elevated systemic concentration of cytokine and
chemokines and an ineffective pulmonary inflammation are associated with mortality.

IL-6 has been identified as an important marker of poor COVID-19 evolution [9, 21, 31,
32]. In our study, we also observed a significant increase in IL-6 levels in the plasma of non-
survivors at both time points, days 1-2 (p=0.02) and days 5-8 (p=0.04) after intubation. This finding
supports the use of IL-6 inhibitors as a therapeutic option for critical COVID-19 patients [32, 33].
Interestingly, survivors displayed higher levels of TNF in the lungs and plasma during the first 48
hours of intubation, which were also associated with higher levels of IL-10. Previous data from our
group have shown that balanced proinflammatory and regulatory responses are important for the
survival of critical COVID-19 patients [34]. Non-survivors, on the other hand, displayed
dysfunctional pulmonary and systemic Tregs, which we speculate contribute to harmful
inflammation [34].

Indeed, it is interesting to note that the pulmonary oxygen exchange capacity, as indicated
by the PaO2/FiO> ratio, presented higher correlations with plasma cytokine levels rather than with
levels in the lungs. There is data to show a negative correlation of PaO2/FiO2 with plasma levels of
IL-6, G-CSF, CCL2, and CCL3 [21]. In our study, higher plasma levels of IFN-y and IL-5 were
also associated with PaO/FiO. ratio below 150 mmHg, suggesting that increased peripheral
inflammation correlates with a decline in pulmonary oxygen exchange capacity. Even though
plasma levels of TNF have been linked to a negative prognosis [9], your data on TNF indicate that
both early pulmonary and systemic high TNF levels associate with favorable outcomes in critical
patients. Indeed, not only TNF but also CXCLS8 in the lungs were associated with a PaO,/FiO; ratio



53

above 150 mmHg. This suggests that the presence of an effective inflammatory response in the
lungs may be indicative of a better pulmonary oxygen exchange capacity in critically ill patients.

We are aware that this study has some limitations. We conducted these preliminary analyses
on a sample size where the use of dexamethasone was not administered to all patients. Additionally,
the patients were recruited from a single center, which could introduce a sampling bias.

This study provides evidence that inflammation is independently regulated in the lungs and
periphery, demonstrating compartmentalization. Furthermore, we found that mortality is associated
with dysregulation of the systemic immune response, and an effective balanced pulmonary
inflammation is important for the survival of patients with critical COVID-19. This understanding
has important implications for guiding the management of critical COVID-19, supporting the use
of anti-cytokine and anti-inflammatory therapies, with the goal of reducing the systemic

repercussions of uncontrolled inflammation and mortality caused by SARS-CoV-2.

Methods

Patients and Ethical aspects

This prospective cohort study was approved by the Research Ethics Committee of the
Federal University of Minas Gerais, (CAAE: 31336920.5.0000.5149), and informed consent was
obtained from all participants or their legal representatives. Data and samples were collected from
patients who were admitted to the intensive care unit (ICU) at Hospital das Clinicas of the Federal
University of Minas Gerais, Belo Horizonte, Brazil, from May 2020 to April 2021. Adult patients
aged 18 years or older, diagnosed with COVID-19 and experiencing respiratory failure, who
required invasive mechanical ventilation (MV) and had not received the SARS-CoV-2 vaccine,
were included in the study. Samples were collected on two-time points: within the first 48 hours
of intubation (D1-2), and around day 7 (D5-8) after intubation. Patients were followed up until the
outcome (death or hospital discharge) and were later divided into two groups for analysis: survivors
and non-survivors. Additional patients were enrolled to replace early withdrawals, as some patients
died or were extubated before day 7 (see Figure S1 for a detailed of the timepoint for sample
collection). The clinical management was exclusively determined by the healthcare team and

followed the current guidelines of the hospital and Brazilian Ministry of Health.

Sample collection and processing of biological material



54

Peripheral blood and pulmonary secretion samples were collected on the same day at two
timepoints: days 1-2 (D1-2) and days 5-8 (D5-8) of intubation. Peripheral blood was collected in
heparinized vacuum collection tubes with a volume of 5mL. Plasma and peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) were separated by density gradient after centrifugation using a Ficoll
Histopaque-1077 gradient (SIGMA-Aldrich). The plasma was stored in a freezer at -80°C until
analysis of cytokines and chemokines, and cells were used in different studies (Gongalves-Pereira,
2022).

Pulmonary secretion samples were collected by modified mini-bronchoalveolar lavage
(mini-BAL) technique [35], using a smaller volume [36] and a closed tracheal aspiration system.
Briefly, 10 mL of sterile 0.9% saline solution was instilled into the trachea, recovered, and
immediately dispensed into a sterile secretion collection bottle, keeping the system closed during
the procedure. The pulmonary secretion was processed within two hours of collection using the
method described by Pizzichini et al. (1996), which consists of diluting the pulmonary secretion
sample 2X in phosphate buffer saline (PBS 1x) with a pH of 7.4 containing 0.1% dithiothreitol
(LGC Biotechnology), vortexing for 15 seconds (s), letting it rest for 10 minutes (min), and
vortexing again for 15s [37]. The samples were then diluted 4X in PBS 1x and subjected to
centrifugation at 200g for 10 minutes. Finally, the supernatant was collected and stored in a freezer
at -80°C for further analysis of cytokines and chemokines, while the cells were used for different
experiments [2, 34].

Measurement of cytokine and chemokine

The levels of CCL2, CCL4, CXCLS, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-10, IL-12, IL-13, IL-
17, G-CSF, GM-CSF, TNF, and IFN-y were measured using the Bio-Plex Pro™ Human Cytokine
17-plex Assay (Bio-Rad), while CCL3, CCL5, and CXCL-10 were measured using the Bio-Plex
Pro™ Human Cytokine 3-plex Assay (Bio-Rad), in accordance with the manufacturer's
instructions. The Bio-Plex™ 200 System (Bio-Rad) and Bio-Plex Manager™ software version 6.1
(Bio-Rad) was used for sample analysis. However, IL-7 was not detectable and CCL5 was
detectable in only 42% of the total samples (or in only 31% of the pulmonary secretion

supernatant), and therefore, they were excluded from the analysis.

Statistical analysis
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The statistical analysis was performed using the GraphPad Prisma software version 9.5.0.
The data were described in the form of proportion, central tendency, and distribution. The Fisher
exact test was used to compare qualitative variables, while Mann-Whitney test was used for
continuous variables. Correlation analysis was conducted using the nonparametric Spearman R
test. Outliers were analyzed using the ROUT method (Q = 1%) available in the GraphPad Prisma
software version 9.5.0. A value of p<0.05 was considered statistically significant in all analyses,

using a two-tailed test.
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Figure S1: Samples of survivors and non-survivors™ groups. Survivors: n=13 (days 1-
2) and n=12 (days 6-7). Non-survivors: n=15 (days 1-2) and n=14 (days 5-8).



57

mini-BAL PLASMA
250 @ survivors
250 R
2 .0 s 200 A NON-suUrvivors
A\ -] a
= B 150
..6 150 .
- 100 o - 100
E LR &
D 50 4 50
& E & L
0 o A ofmm St 0 s ==
8 8 "
0 ®
4 6] = s GBS e 6] SEm b S L
-
a .
£
2?2 2
L 0
20 = 20
o~ ﬁ % : [ % H o %
5 a 15| S S slls 4
-
3 10 10
£
2 ° 5
0 0 . r
8 8
(3]
4’ ¢
-
o 4 4
R AP
= iy, o A
S 2 4 2 s 2
et 7 a% - | e —
0 T 0 .
501 50
~ogpl 70 a 40
A o) ] &
= 30 AL 30
5 oEee 5 ° . o
- 204 An = L 20 a m 2,
E oy F Th mgm e
D g 4 T aa 10{ B3 L= Ny
[= N B A 9% CLE Brmrn Y]
0 . 0 ,
25
w 25
3 20 a 20
g 15 ") 15
T 1w o age & 10
- A A
E o . i 5 "
S °] Lk | B omm ol Ghe | S e
0 T T o T T
1-2 5-8 1-2 5-8
days after intubation days after intubation

Figure S2: Levels of cytokines in survival and non-survivors™ group. Cytokines measured in mini-BAL and plasma
up to 48 hours on the day 1 (days 1-2) and around day 7 (days 5-8) of intubation. Survivors (gray square) n=13 (days1-
2) and n=12 (days 5-8). Non-survivors (open triangle) n=15 (days 1-2) and n=14 (days 5-8). Differences between
groups were analyzed using the Mann-Whitney test. The black lines represent the median of each group. Outliers were
identified by the ROUT method (Q=1%)
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Table S1: Correlation between cytokines and chemokines measured in mini-BAL and clinical/laboratory data on days 1-2.

p/r CcCL2 CCL3 CCL4  CXCL8 CXCL10 TNF IL-1p IL-6 IL-12 G-CSF  GM-CSF  IFN-y IL-4 IL-5 IL-13 IL-17 IL-2 IL-10 SOFA CRP lactate  leukocyte  neutrophil lymphocyte platet  creatinine bilirubin PaO,/FiO,
CCL2 1 0.73 0.58 0.46 0.61 0.61 0.32 0.62 0.48 0.64 0.70 0.63 0.67 0.40 0.42 0.63 0.66 0.70 0.28 -0.12 -0.16 -0.07 -0.05 0.16 -0.05 0.11 0.08 -0.02
CCL3 0.00 1 0.81 0.55 0.70 0.84 0.46 0.57 0.67 071 0.66 0.69 0.77 0.53 0.41 0.75 0.70 0.56 0.11 -0.32 -0.11 -0.21 -0.20 0.09 -0.09 0.19 -0.01 0.17
CcCL4 0.00 0.00 1 0.73 0.59 0.90 073 0.66 0.83 0.83 078 0.90 0.87 0.58 0.70 0.90 0.84 0.61 -0.02 -041 -0.13 -0.05 -0.07 0.30 0.10 0.11 -0.03 0.23
CXCL8 0.01 0.00 0.00 1 0.39 0.83 0.77 0.48 071 0.76 0.79 0.70 0.81 0.36 0.54 0.77 0.80 0.50 -0.05 -0.44 -0.02 0.13 0.15 0.49 0.22 0.16 -0.14 0.32

CXCL10 0.00 0.00 0.00 0.05 1 0.49 013 0.49 0.47 0.36 0.42 0.48 0.51 0.35 0.34 0.45 0.43 0.37 0.38 -0.23 0.01 -0.18 -0.18 0.02 -0.05 -0.10 0.11 -0.12

TNF 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 1 0.74 0.61 081 0.82 078 0.80 0.87 0.56 0.60 0.85 0.85 0.62 -0.04 -0.36 -0.14 -0.05 -0.06 0.42 0.10 0.21 -0.12 0.27
IL-1p 0.09 0.01 0.00 0.00 0.51 0.00 1 0.40 0.58 0.65 0.76 0.70 0.73 0.51 0.66 0.67 0.74 0.48 -0.04 -0.40 0.13 0.27 0.21 0.58 0.19 0.30 -0.02 0.34

IL-6 0.00 0.00 0.00 0.01 0.01 0.00 0.03 1 0.59 0.69 078 0.69 0.69 0.39 0.63 0.75 0.71 0.68 0.02 -0.14 -0.14 -0.08 -0.11 029 -0.03 -0.07 0.05 0.02
IL-12 0.01 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00 1 0.76 0.64 071 0.73 041 0.66 0.86 0.78 0.46 -0.05 -0.38 -0.14 0.01 -0.01 0.44 0.25 0.14 -0.14 0.34
G-CSF 0.00 0.00 0.00 0.00 0.07 0.00 0.00 0.00 0.00 1 0.85 0.86 0.91 0.37 053 0.90 0.89 0.64 -0.08 -0.41 -0.24 -0.10 -0.11 0.29 -0.07 0.22 -0.15 0.32

GM-CSF 0.00 0.00 0.00 0.00 0.03 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1 0.86 0.90 0.49 0.66 0.85 0.88 0.76 0.07 -0.25 -0.07 0.02 0.00 041 0.01 0.17 0.02 0.15

IFN-y 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1 0.91 0.65 0.70 0.88 0.90 0.74 -0.10 -0.22 -0.12 0.01 -0.01 0.31 -0.02 0.07 0.14 0.17

IL-4 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1 0.56 0.59 0.88 0.93 0.66 0.00 -0.33 -0.15 -0.01 -0.03 0.31 -0.03 0.14 0.01 0.20

IL-5 0.04 0.00 0.00 0.06 0.08 0.00 0.01 0.04 0.03 0.05 0.01 0.00 0.00 1 0.58 0.45 0.60 0.57 -0.10 0.06 0.18 0.11 0.07 0.20 -0.07 0.16 043 0.03
IL-13 0.02 0.03 0.00 0.00 0.09 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1 0.67 0.60 0.69 -0.14 -0.19 0.15 0.12 0.04 0.52 0.14 -0.11 031 0.27
IL-17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.02 0.00 1 0.89 0.66 -0.13 -0.38 -0.17 0.06 0.07 0.34 0.12 0.14 -0.07 0.24

-2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.03 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1 0.66 0.03 -0.28 -0.13 0.11 0.10 0.39 0.06 0.25 -0.03 0.20
IL-10 0.00 0.00 0.00 0.01 0.06 0.00 0.01 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1 0.04 -0.07 -0.02 0.03 -0.03 033 -0.10 0.15 0.30 0.07
SOFA 0.16 0.57 0.93 0.81 0.05 0.83 0.83 0.90 0.80 0.70 0.72 0.61 0.99 0.61 0.46 0.50 0.88 0.85 1 0.07 0.10 -0.02 -0.09 -0.06 -0.08 0.34 -0.01 -0.23
CRP 0.54 0.10 0.03 0.02 0.26 0.06 0.04 0.49 0.05 0.03 021 0.26 0.08 0.75 0.34 0.05 0.15 0.72 0.74 1 0.09 -0.08 -0.09 -0.14 -0.22 -0.12 041 -0.37
lactate 0.43 0.59 0.50 0.92 0.97 0.47 0.50 0.46 0.48 0.21 073 0.55 0.44 0.37 0.45 0.38 0.52 0.91 0.61 0.64 1 0.32 0.17 0.40 011 -0.03 0.56 -0.06

leukocyte 0.74 0.28 0.81 0.50 0.37 0.82 0.16 0.68 0.95 0.61 0.93 0.98 0.95 0.58 0.56 0.74 0.57 0.87 0.94 0.67 0.10 1 0.95 041 0.54 0.29 0.12 -0.14
neutrophil 0.80 0.30 0.71 0.44 0.39 0.77 0.27 0.58 0.95 0.58 1.00 0.97 0.86 0.74 0.83 0.73 0.62 0.87 0.64 0.66 0.38 0.00 1 0.25 0.54 0.24 0.05 -0.07
lymphocyte  0.41 0.66 0.13 0.01 0.94 0.03 0.00 0.13 0.02 0.14 0.03 0.11 0.11 0.32 0.00 0.08 0.04 0.09 0.76 0.49 0.04 0.03 0.20 1 031 0.13 0.07 0.08
platet 0.79 0.66 0.60 0.26 0.80 0.61 0.33 0.87 0.20 071 0.98 0.92 0.89 073 0.49 0.56 0.76 0.61 0.70 0.25 0.58 0.00 0.00 0.10 1 -0.15 -0.06 -0.13
creatinine 0.57 0.33 0.59 0.43 0.64 0.28 0.13 0.72 0.48 0.26 0.38 0.73 0.48 0.42 0.56 0.48 0.21 0.44 0.08 0.53 0.87 0.14 0.23 0.50 0.43 1 -0.35 0.04
bilirubin 0.70 0.96 0.87 0.49 0.58 0.53 0.94 0.81 0.49 0.44 0.91 0.48 0.95 0.02 0.11 073 0.86 013 0.98 0.03 0.00 0.55 0.80 071 077 0.07 1 -0.20
PaO,/Fi0,  0.94 0.38 0.23 0.10 0.57 0.16 0.07 0.94 0.08 0.10 043 0.40 0.30 0.88 0.17 0.22 0.32 0.72 0.25 0.05 0.77 0.47 071 0.69 0.50 0.85 031 1

Spearman rank correlation test was used for statistical analysis. Statistically significant was considered p < 0.05.

Abbreviations: CRP, C-reactive protein; G-CSF, granulocyte colony stimulating factor; GM-CSF, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; IFN-y,
interferon vy; IL, interleukin; SOFA, Sequential Organ Failure Assessment; PaO,/FiO,, arterial oxygen partial pressure/ fractional inspired oxygen; TNF, tumor
necrosis factor.
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Table S2: Correlation between cytokines and chemokines measured in plasma and clinical/laboratory data on days 1-2.

p/r CCL2 CCL3 CCL4 CXCL8 CXCL10 TNF IL-1p IL-6 IL-12 G-CSF GM-CSF  IFN-y IL-4 IL-5 IL-13 IL-17 IL-2 IL-10 SOFA CRP lactate  leukocyte neutrophil lymphocyte  platet  creatinine bilirubin PaO,/FiO,
CcCL2 1 0.26 0.27 0.65 0.51 0.53 0.57 0.63 0.51 0.53 0.63 071 0.61 0.50 0.73 0.40 0.69 0.44 0.18 0.17 0.13 0.04 0.02 0.03 0.00 -0.01 0.15 -0.37
CCL3 0.19 1 0.70 0.42 0.62 0.47 0.50 0.50 0.23 0.63 0.63 0.44 0.53 0.22 0.38 0.59 0.59 0.06 0.12 0.09 0.04 0.29 0.20 0.13 0.27 0.09 0.14 -0.27
CCL4 017 0.00 1 0.41 0.42 0.40 0.48 0.45 0.17 0.45 0.51 0.48 0.56 0.07 0.36 0.79 0.46 -0.05 -0.14 -0.15 -0.11 0.20 0.15 0.21 0.21 0.09 0.03 -0.13

CXCL8 0.00 0.03 0.03 1 0.49 0.61 0.71 0.64 0.47 0.68 073 0.66 0.74 0.41 0.47 0.66 0.70 0.26 0.19 -0.02 0.16 0.17 0.01 0.16 -0.09 0.24 0.02 -0.13
CXCL10 0.01 0.00 0.03 0.01 1 0.44 0.40 0.67 0.12 0.55 0.47 043 051 -0.03 0.18 0.33 0.53 0.42 0.14 0.40 0.02 0.03 -0.01 -0.01 0.02 -0.10 0.29 -0.18

TNF 0.00 0.01 0.03 0.00 0.02 1 0.81 0.61 0.44 0.80 0.75 0.76 0.80 0.42 0.54 0.65 0.69 0.22 0.13 0.29 -0.01 -0.14 -0.26 -0.12 -0.21 0.21 0.09 -0.35
IL-1p 0.00 0.01 0.01 0.00 0.04 0.00 1 0.76 0.54 0.71 0.76 0.77 0.80 0.52 0.56 0.72 0.72 0.30 0.07 0.08 -0.13 0.17 0.05 0.01 0.04 0.31 -0.08 -0.29

IL-6 0.00 0.01 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00 1 0.41 0.58 0.60 0.74 0.80 0.38 0.45 0.58 0.67 0.37 0.15 0.29 0.00 0.16 0.04 -0.02 0.11 0.04 0.34 -0.39
IL-12 0.01 0.24 0.38 0.01 0.54 0.02 0.00 0.03 1 0.40 0.65 0.60 0.56 0.79 0.67 0.48 0.48 0.38 0.04 -0.11 0.04 0.09 0.05 -0.08 0.01 0.23 -0.16 -0.33
G-CsF 0.00 0.00 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.04 1 0.80 0.76 0.74 0.37 0.55 0.61 0.87 0.23 0.08 0.20 0.03 0.04 -0.08 0.04 -0.03 0.00 0.17 -0.38

GM-CSF 0.00 0.00 0.01 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1 0.81 0.77 0.53 0.60 0.71 0.79 0.18 -0.04 0.13 0.16 0.18 0.05 0.23 0.07 0.10 0.10 -0.36
IFN-y 0.00 0.02 0.01 0.00 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1 0.86 0.57 0.71 0.71 0.76 0.37 0.15 0.15 0.05 0.08 -0.01 0.06 0.04 0.15 0.21 -0.50

IL-4 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1 0.54 0.61 0.80 0.78 0.32 0.13 0.19 0.01 0.04 -0.08 0.02 -0.07 0.30 013 -0.40

IL-5 0.01 0.25 0.72 0.03 0.89 0.03 0.00 0.04 0.00 0.06 0.00 0.00 0.00 1 0.81 0.47 0.50 0.31 0.24 -0.05 0.15 011 0.08 -0.16 -0.06 0.27 0.03 -0.49

IL-13 0.00 0.05 0.06 0.01 0.35 0.00 0.00 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1 0.54 0.64 0.32 0.21 -0.07 0.11 0.09 0.09 -0.09 0.02 0.14 0.05 -0.41

IL-17 0.03 0.00 0.00 0.00 0.09 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 1 0.61 0.13 -0.06 -0.06 0.10 0.19 0.06 0.19 0.03 0.35 0.03 -0.30

-2 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 1 0.24 0.14 0.11 0.11 0.10 0.00 -0.02 0.14 -0.05 0.21 -0.39

IL-10 0.02 077 0.79 0.18 0.03 0.25 0.12 0.05 0.05 0.23 0.36 0.05 0.10 0.10 0.10 0.52 0.22 1 0.50 0.10 0.00 -0.15 -0.20 0.06 -0.27 0.26 -0.01 -0.18
SOFA 0.37 055 0.48 0.34 0.48 0.50 0.73 0.44 0.85 0.70 0.86 0.44 0.50 0.22 0.30 0.78 0.48 0.01 1 0.07 0.10 -0.02 -0.09 -0.06 -0.08 0.34 -0.01 -0.23

CRP 0.37 0.65 0.46 0.92 0.04 0.13 0.67 0.13 0.56 031 0.50 0.44 0.32 0.80 0.72 0.75 0.58 0.62 0.74 1 0.09 -0.08 -0.09 -0.14 -0.22 -0.12 041 -0.37
lactate 0.51 0.85 0.57 0.41 0.92 0.95 0.50 0.99 0.82 0.88 0.42 0.81 0.96 0.44 0.58 0.60 0.57 0.98 0.61 0.64 1 0.32 0.17 0.40 0.11 -0.03 0.56 -0.06

leukocyte 0.86 013 0.31 0.40 0.88 0.49 0.38 0.41 0.64 0.82 0.36 0.67 0.83 0.56 0.63 0.33 0.63 0.43 0.94 0.67 0.10 1 0.95 0.41 0.54 0.29 0.12 -0.14
neutrophil  0.92 031 0.44 0.95 0.96 0.19 0.79 0.85 0.80 0.70 0.80 0.96 0.69 0.68 0.63 0.76 0.99 0.32 0.64 0.66 0.38 0.00 1 0.25 0.54 0.24 0.05 -0.07
lymphocyte  0.89 0.50 0.29 0.41 0.98 0.55 0.98 0.91 0.69 0.86 0.24 077 0.93 0.42 0.66 0.33 0.92 0.76 0.76 0.49 0.04 0.03 0.20 1 0.31 0.13 0.07 0.08
platet 0.99 017 0.27 0.65 0.91 0.28 0.83 0.58 0.97 0.87 0.73 0.82 0.73 0.75 0.94 0.87 0.48 0.17 0.70 0.25 0.58 0.00 0.00 0.10 1 -0.15 -0.06 -0.13
creatinine 0.95 0.65 0.66 0.22 0.60 0.27 0.11 0.82 0.23 0.98 0.61 0.46 0.12 0.16 0.48 0.07 0.80 0.18 0.08 0.53 0.87 0.14 0.23 0.50 0.43 1 -0.35 0.04
bilirubin 043 0.48 0.88 0.90 0.13 0.66 0.70 0.08 0.42 0.38 0.60 0.28 0.50 0.90 0.79 0.89 0.28 0.95 0.98 0.03 0.00 0.55 0.80 0.71 0.77 0.07 1 -0.20
Pa0,/Fi0,  0.05 017 0.53 0.50 0.37 0.07 0.13 0.04 0.08 0.04 0.06 0.01 0.03 0.01 0.03 0.12 0.04 0.37 0.25 0.05 0.77 0.47 0.71 0.69 0.50 0.85 0.31 1

Spearman rank correlation test was used for statistical analysis. Statistically significant was considered p < 0.05.

Abbreviations: CRP, C-reactive protein; G-CSF, granulocyte colony stimulating factor; GM-CSF, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; IFN-y,
interferon vy; IL, interleukin; SOFA, Sequential Organ Failure Assessment; PaO,/FiO,, arterial oxygen partial pressure/ fractional inspired oxygen; TNF, tumor
necrosis factor.
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Table S3: Correlation between cytokines and chemokines measured in mini-BAL and clinical/laboratory data on days 5-8.

p/r CCL2 CCL3 CCL4 CXCL8 CXCL10  TNF IL-1p IL-6 IL-12 G-CSF GM-CSF  IFN-y IL-4 IL-5 IL-13 IL-17 IL-2 IL-10 SOFA CRP lactate leukocyte neutrophil lymphocyte platet  creatinine  bilirubin  PaO,/FiO,
CcCL2 1 0.67 0.27 0.38 0.45 0.44 0.30 0.49 0.36 0.46 0.73 0.60 0.58 0.34 0.49 0.70 0.58 0.49 -0.19 0.09 0.19 0.06 -0.03 -0.20 0.18 0.06 0.04 0.23
CCL3 0.00 1 0.37 0.18 0.44 0.24 0.33 0.35 0.09 0.28 041 0.40 0.37 0.02 0.20 0.49 0.40 0.15 -0.26 0.05 0.04 0.26 0.26 0.01 0.27 0.18 0.03 -0.27
CcCL4 0.18 0.06 1 057 -0.06 061 0.33 0.26 0.52 0.26 024 0.30 0.36 0.37 052 0.49 0.32 0.01 -0.08 0.13 0.05 -0.27 -0.28 0.06 -0.05 0.05 -0.10 -0.29
CXCL8 0.06 0.37 0.00 1 013 0.58 0.27 0.59 0.65 0.43 0.37 0.44 0.42 0.56 0.71 0.62 0.45 041 -0.38 0.29 0.24 -0.34 -0.39 0.06 0.05 -0.29 0.07 0.03

CXCL10 0.02 0.03 0.78 0.52 1 0.08 0.08 0.36 -0.05 0.36 0.30 0.20 0.13 0.07 0.04 0.29 0.22 013 -0.34 0.20 0.00 0.27 0.28 -0.03 0.12 0.04 0.24 0.04

TNF 0.02 0.24 0.00 0.00 0.70 1 0.62 0.44 0.79 0.45 0.63 0.70 0.77 0.57 0.82 0.64 0.70 0.42 -0.32 0.15 0.08 0.00 -0.08 0.12 0.07 -0.10 -0.15 0.06
IL-1§ 0.14 0.10 0.09 0.18 0.69 0.00 1 045 0.37 0.54 0.66 0.75 0.77 0.42 043 0.54 0.75 041 -0.26 0.09 0.02 0.35 0.26 0.42 0.27 -0.02 0.15 0.41

IL-6 0.01 0.08 0.20 0.00 0.07 0.02 0.02 1 0.42 0.65 0.58 0.75 0.64 0.56 0.47 0.71 0.78 0.61 -0.37 0.04 0.06 -0.14 -0.20 0.05 0.19 -0.08 0.16 0.17
IL-12 0.07 0.68 0.01 0.00 0.80 0.00 0.07 0.03 1 0.30 0.52 0.51 0.62 0.75 0.89 0.58 0.50 0.54 -0.25 0.11 0.26 -0.14 -0.22 0.03 0.07 -0.39 0.04 -0.21
G-CSF 0.02 0.17 0.20 0.03 0.07 0.02 0.00 0.00 0.14 1 0.77 0.75 0.73 0.30 0.30 0.77 0.72 0.32 -0.41 0.01 -0.08 0.04 -0.05 0.07 0.33 -0.15 0.18 0.22

GM-CSF 0.00 0.04 0.25 0.07 0.14 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 1 0.86 0.89 0.46 0.57 0.85 0.84 0.59 -0.24 0.04 0.09 0.24 0.15 0.07 0.24 -0.14 0.30 0.08

IFN-y 0.00 0.04 0.13 0.03 0.33 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 1 0.95 0.56 057 0.84 0.97 0.60 -0.28 0.01 0.01 0.12 0.03 0.15 0.37 0.02 0.21 0.28

IL-4 0.00 0.06 0.07 0.03 0.54 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1 0.57 0.62 0.84 0.92 0.55 -0.27 0.07 0.03 0.24 0.13 0.27 0.31 -0.09 0.20 0.24

IL-5 0.09 0.93 0.06 0.00 0.72 0.00 0.03 0.00 0.00 0.13 0.02 0.00 0.00 1 0.71 0.56 0.54 0.60 -0.09 0.02 0.32 -0.16 -0.25 0.05 0.15 -0.31 0.20 0.00
IL-13 0.01 0.32 0.01 0.00 0.84 0.00 0.03 0.02 0.00 0.14 0.00 0.00 0.00 0.00 1 0.63 0.57 0.47 -0.19 0.06 0.17 -0.07 -0.14 -0.01 0.12 -0.25 0.12 -0.12
IL-17 0.00 0.01 0.01 0.00 0.15 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1 0.84 0.51 -0.25 0.04 0.11 0.09 0.02 0.04 0.23 -0.19 0.29 0.08

-2 0.00 0.05 0.11 0.02 0.28 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1 0.64 -0.30 0.01 0.01 013 0.04 0.20 0.29 0.04 0.18 0.33
IL-10 0.01 0.46 0.97 0.04 0.52 0.03 0.04 0.00 0.00 0.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.01 0.00 1 -0.28 0.15 0.10 -0.15 -0.21 0.16 0.13 -0.22 0.16 0.05
SOFA 0.37 0.21 0.71 0.06 0.10 0.12 0.21 0.07 0.22 0.04 0.26 0.18 0.20 0.67 0.36 0.22 0.14 0.17 1 0.32 -0.13 -0.07 0.00 -0.15 -0.24 0.34 0.34 -0.14
CRP 0.66 0.82 0.52 0.14 0.32 0.47 0.67 0.86 0.59 0.96 0.85 0.95 0.74 0.92 0.75 0.86 0.98 0.45 0.12 1 0.41 0.10 0.09 -0.22 0.13 0.28 -0.11 0.13
lactate 0.36 0.86 0.80 0.24 0.99 0.71 0.93 0.79 0.20 0.71 0.66 0.96 0.87 0.11 0.40 0.61 0.97 0.64 0.52 0.04 1 0.10 0.15 0.16 0.04 -0.43 0.39 0.11

leukocyte  0.77 0.19 0.18 0.09 0.18 0.98 0.08 051 0.48 0.86 024 055 025 0.42 074 0.66 051 0.48 075 0.64 0.63 1 0.97 0.54 017 0.05 013 0.29
neutrophil 0.89 0.19 0.16 0.05 017 0.70 0.20 0.34 0.28 0.79 0.47 0.87 0.52 0.22 0.51 0.94 0.83 031 1.00 0.68 0.48 0.00 1 0.49 0.11 0.07 0.22 0.25
lymphocyte  0.34 0.98 0.76 0.77 0.89 0.57 0.03 0.82 0.87 0.75 0.74 0.47 0.18 0.80 0.95 0.85 0.32 043 0.48 0.27 0.43 0.00 0.01 1 0.20 0.05 -0.04 0.34
platet 0.37 0.18 0.80 0.80 0.56 0.73 0.18 0.36 0.72 0.09 0.24 0.06 0.12 0.47 0.55 0.26 0.15 0.53 0.24 0.53 0.84 0.42 0.58 0.33 1 0.24 -0.28 0.08
creatinine 0.76 0.37 0.82 0.15 0.83 0.61 0.93 071 0.05 0.46 0.49 0.92 0.68 0.12 0.21 0.35 0.86 0.28 0.09 0.16 0.03 0.80 0.73 0.82 0.24 1 -0.45 0.04
bilirubin 0.85 0.90 0.67 0.76 0.31 0.54 0.51 0.49 0.85 0.45 0.19 0.37 0.40 0.41 0.62 0.22 0.45 0.51 0.15 0.64 0.09 0.57 0.36 0.88 0.24 0.05 1 0.09
PaO,/Fi0,  0.26 0.18 0.16 0.88 0.83 0.78 0.04 0.42 0.29 0.27 071 0.16 0.24 0.99 0.55 0.71 0.10 0.82 0.50 0.53 0.60 0.15 0.22 0.09 0.69 0.84 0.72 1

Spearman rank correlation test was used for statistical analysis. Statistically significant was considered p < 0.05.

Abbreviations: CRP, C-reactive protein; G-CSF, granulocyte colony stimulating factor; GM-CSF, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; I[FN-y,
interferon vy; IL, interleukin; SOFA, Sequential Organ Failure Assessment; PaO,/FiO,, arterial oxygen partial pressure/ fractional inspired oxygen; TNF, tumor

necrosis factor.
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Table S4: Correlation between cytokines and chemokines measured in plasma and clinical/laboratory data on days 5-8.

p/l’ CCL2 CCL3 CCL4 CXCL8 CXCL10 TNF IL-1 IL-6 IL-12 G-CSF GM-CSF  IFN-y IL-4 IL-5 IL-13 IL-17 IL-2 IL-10 SOFA CRP lactate  leukocyte neutrophil lymphocyte platet creatinine bilirubin PaO,/FiO,
CcCL2 1 0.27 0.42 041 0.42 0.61 0.76 0.62 0.73 0.56 0.55 0.59 0.65 0.33 0.74 0.52 0.70 0.63 0.09 0.29 0.07 0.01 0.07 -0.19 0.12 0.16 0.09 -0.17
CCL3 0.18 1 0.60 0.58 0.76 0.53 0.49 0.27 0.25 0.28 0.28 0.23 0.42 0.26 0.24 0.55 0.39 0.18 011 -0.16 0.10 0.05 0.03 -0.05 0.08 0.23 0.11 0.40
CcCL4 0.03 0.00 1 0.59 0.59 0.48 0.44 0.47 0.40 0.47 0.45 0.18 0.31 0.20 0.46 0.88 0.47 0.40 0.44 0.06 0.09 -0.07 0.05 -0.21 -0.22 0.35 0.22 0.18
CXCL8 0.04 0.00 0.00 1 0.40 0.50 0.58 0.49 0.35 0.53 0.52 0.42 0.43 0.24 0.33 0.57 0.50 0.36 0.24 0.20 -0.17 0.07 0.09 -0.33 -0.31 0.29 0.07 0.26

CXCL10 0.03 0.00 0.00 0.04 1 0.62 0.54 0.24 0.47 041 0.31 0.40 0.52 0.40 0.36 0.55 0.45 0.54 0.24 -0.19 0.17 -0.07 -0.03 -0.06 -0.11 0.15 0.29 0.12

TNF 0.00 0.01 0.01 0.01 0.00 1 0.80 0.47 0.65 0.68 0.67 0.71 0.74 0.60 0.52 0.65 0.80 0.47 0.10 0.16 -0.16 0.05 0.01 -0.05 0.05 0.22 0.00 0.04
IL-18 0.00 0.01 0.02 0.00 0.00 0.00 1 0.55 0.72 0.80 0.82 0.65 0.77 0.37 0.54 0.63 0.64 0.50 0.13 0.37 -0.14 0.08 0.08 -0.15 0.09 0.33 -0.06 -0.01

IL-6 0.00 0.18 0.02 0.01 0.24 0.02 0.00 1 0.38 0.64 0.60 0.43 0.42 0.28 0.52 0.59 0.47 0.21 0.23 0.47 0.09 0.22 0.22 -0.11 0.10 0.20 0.19 0.23
IL-12 0.00 0.22 0.04 0.08 0.02 0.00 0.00 0.05 1 0.59 0.62 0.69 0.61 0.52 071 0.54 0.72 0.63 0.20 0.09 -0.14 -0.13 -0.08 -0.19 -0.06 0.12 0.08 -0.27
G-CSF 0.00 0.17 0.01 0.01 0.04 0.00 0.00 0.00 0.00 1 0.91 0.63 0.55 0.30 0.59 0.59 0.53 0.42 0.14 0.35 -0.12 0.01 0.01 -0.24 -0.04 0.40 -0.16 -0.18

GM-CSF 0.00 0.16 0.02 0.01 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1 0.56 0.59 0.25 0.52 0.60 0.55 0.32 0.04 0.37 -0.24 -0.02 -0.03 -0.15 0.02 0.40 -0.34 0.00

IFN-y 0.00 0.26 0.37 0.03 0.04 0.00 0.00 0.03 0.00 0.00 0.00 1 0.60 0.47 0.53 0.35 0.80 0.54 -0.14 -0.02 -0.02 0.23 0.19 -0.04 -0.17 -0.04 0.12 -0.11

IL-4 0.00 0.03 0.12 0.03 0.01 0.00 0.00 0.03 0.00 0.00 0.00 0.00 1 0.30 0.36 0.40 0.68 0.55 -0.13 0.17 0.06 0.11 0.13 0.06 0.17 0.03 0.07 0.12

IL-5 0.09 0.20 0.32 0.23 0.04 0.00 0.06 0.16 0.01 0.13 0.22 0.02 0.14 1 0.35 0.39 0.50 0.19 0.13 0.17 -0.19 -0.19 -0.26 -0.40 0.01 -0.10 0.22 -0.09
IL-13 0.00 0.24 0.02 0.10 0.07 0.01 0.00 0.01 0.00 0.00 0.01 0.01 0.07 0.08 1 0.52 0.63 0.51 0.28 0.02 0.12 -0.27 -0.24 -0.21 -0.09 0.11 0.03 -0.35
IL-17 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.08 0.04 0.05 0.01 1 0.55 0.38 0.48 031 -0.07 -0.04 0.02 -017 -0.20 0.41 0.23 0.15

IL-2 0.00 0.05 0.02 0.01 0.02 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 1 0.59 -0.12 0.05 -0.09 0.09 0.10 -0.04 -0.12 0.00 -0.02 -0.02
IL-10 0.00 0.37 0.04 0.07 0.00 0.02 0.01 0.29 0.00 0.03 0.11 0.00 0.00 0.35 0.01 0.05 0.00 1 0.26 0.04 -0.13 0.02 0.13 -0.02 -0.20 0.24 0.19 -0.23
SOFA 0.66 0.59 0.03 0.25 0.25 0.64 0.54 0.26 0.34 051 0.83 0.51 0.53 0.55 0.18 0.01 0.57 0.21 1 0.32 -0.13 -0.07 0.00 -0.15 -0.24 0.34 0.34 -0.14
CRP 0.15 0.44 0.75 0.32 0.35 0.42 0.07 0.02 0.65 0.08 0.06 091 0.41 0.42 0.91 0.13 0.81 0.86 0.12 1 -0.41 0.10 0.09 -0.22 013 0.28 -0.11 -0.13
lactate 0.74 0.63 0.65 0.40 0.40 0.43 0.51 0.67 0.49 0.57 0.25 093 0.77 0.36 0.55 0.74 0.67 0.53 0.52 0.04 1 0.10 0.15 0.16 0.04 -0.43 0.39 0.11

leukocyte 0.97 0.80 0.72 0.72 0.74 0.82 0.71 0.27 0.52 0.98 0.91 0.26 0.59 0.36 0.18 0.84 0.65 0.91 0.75 0.64 0.63 1 0.97 0.54 0.17 0.05 0.13 0.29
neutrophil 075 0.89 0.79 0.65 0.87 0.97 0.69 0.29 0.71 0.97 0.90 0.36 0.53 0.20 0.23 0.93 0.63 0.51 1.00 0.68 0.48 0.00 1 0.49 0.11 0.07 0.22 0.25
lymphocyte  0.35 0.82 0.29 0.10 0.78 0.82 0.45 0.60 0.35 0.23 0.45 0.86 0.78 0.05 0.30 0.41 0.85 0.93 0.48 0.27 043 0.00 0.01 1 0.20 0.05 -0.04 0.34
platet 0.56 0.70 0.29 0.12 0.59 0.81 0.67 0.62 0.77 0.85 0.92 0.40 0.40 0.98 0.68 0.33 0.55 0.32 0.24 0.53 0.84 0.42 0.58 033 1 0.24 -0.28 0.08
creatinine  0.43 0.27 0.08 0.15 0.45 0.29 0.10 0.32 0.57 0.04 0.04 0.84 0.89 0.63 0.58 0.04 1.00 0.23 0.09 0.16 0.03 0.80 073 0.82 0.24 1 -0.45 0.04
bilirubin 0.71 0.63 0.35 0.76 0.22 0.99 0.81 0.42 0.75 0.49 0.15 0.60 0.78 0.35 0.89 0.34 0.92 0.42 0.15 0.64 0.09 0.57 0.36 0.88 0.24 0.05 1 0.09
Pa0,/Fi0, 042 0.04 0.39 0.20 0.57 0.83 0.95 0.25 0.18 0.38 1.00 0.59 0.55 0.67 0.08 0.48 0.93 0.27 0.50 0.53 0.60 0.15 0.22 0.09 0.69 0.84 0.72 1

Spearman rank correlation test was used for statistical analysis. Statistically significant was considered p < 0.05.

Abbreviations: CRP, C-reactive protein; G-CSF, granulocyte colony stimulating factor; GM-CSF, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; IFN-y,
interferon vy; IL, interleukin; SOFA, Sequential Organ Failure Assessment; PaO,/FiO,, arterial oxygen partial pressure/ fractional inspired oxygen; TNF, tumor
necrosis factor.
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CONSIDERACOES ADICIONAIS

A pesquisa realizada néo se limitou apenas ao manuscrito apresentado acima, uma vez
que a coleta de amostras de mini-BAL, sangue periférico, dados clinicos e laboratoriais, bem
como a andlise da mecénica respiratoria, possibilitaram outras investigacdes adicionais.

Essa dissertacdo tem como foco principal a produgdo do artigo intitulado “Compartmentalized
regulation of pulmonary and systemic inflammation in critical COVID-19 patients”.

Estudos sobre as células T reguladoras e os neutrofilos nos sitios pulmonares e
sistémicos resultaram na publicacdo dos seguintes artigos:

- Goncalves-Pereira MH*, Santiago L*, Ravetti CG, Vassallo PF, de Andrade MVM,
Vieira MS, de Fatima Souza de Oliveira F, Carobin NV, Li G, de Paula Sabino A, Nobre V, da
Costa Santiago H. Dysfunctional phenotype of systemic and pulmonary regulatory T cells
associate with lethal COVID-19 cases. Immunology. 2023 Apr;168(4):684-696. doi:
10.1111/imm.13603.

- Arifa RDN*, Goncalves-Pereira MH*, Santiago L, Ravetti CG, Vassallo PF, de Fatima
Souza Oliveira F, de Paula Sabino A, Teixeira MM, Nobre V, da Costa Santiago H*, Souza
DG*. Reduction in the number of neutrophils in the broncho-alveolar aspirate is associated with
worse prognosis in elderly patients with severe COVID-19. Inflamm Res. 2023 Mar 29:1-4.
doi: 10.1007/s00011-023-01726-y.

Atualmente ainda estdo em andamento analises sobre linfécitos imune inatos e
monacitos, além da mecénica pulmonar na COVID-19 com base nos dados coletados. A
colaboracdo com outros pesquisadores foi fundamental para ampliar a pesquisa e 0
entendimento sobre o0 SARS-CoV-2, permitindo a producdo de conhecimento que possibilite

um melhor manejo da COVID-19.
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o métode diagnostico de escolha para confimagio da infecgfio. A tomografia de torax tem sido o método de
escolha para definigo de gravidade da infecgdo e tratamento. Padrdes tomograficos tais como opacidades
em vidro-fosco, consolidagdes imegulares multifocais efou padrio intersticial bilateral periférico tém sido
descritos nesta epidemia (3). A ultrassonografia pulmonar & beira-leito & eficaz na determinagdo de padries
bem estabelecidos na insuficiéncia respiratdria aguda (4). Associada 4 avaliago cardiaca e de grandes
vasos demonstrou beneficio na identificagdo dos diferentes tipos de choque (5).Ma epidemia de coronavirus,
estudos tém demcnstrade a utilidade do wso da ultrassonografia ne grupe de pacientes com infecgéo
pulmonar. O padrdo ulirassonografico descrito em séries de casos consiste na detecgdo de linhas B focals,
difusas ou confluentes, espessamento pleural com imegularidades, consolidagdes subpleurais, lobares com
broneograma aéreo (6) O padrio de resposta inflamatéria presente nos pacientes com infecgdo pelo SARS-
Co\2, perfil de citocinas, guimiocinas e mesmo de marcadores rotineiramente utilizados, como a proteina C
reafiva (PCR) ainda ndo esta bem determinado (7). Moves biomarcadores vem sendo associados a perfis de
pacientes criticos, como sUPAR, pro-ADM, pro-ET1, trail & IP-10 (8), cell free DMA(D). Trabalhos recentes
demonstraram gue hé uma forte indugdo de citocinas pro-inflamatorias durante a fase aguda da infecgdo
havendo elevagio sanguinecs de IL-1b, IL1ra, IL4, IL-8, IL-9, IL-6, IL-7, IFNg, IP-10, MCP-1, THF, MIP-1b,
VEGF, G-CSF e GM-CSF (10, 11). Além disso, pacientes gque apresentaram as formas mais graves da
doenga apresentaram maior elevagdo de IL-2, IL-7, IL-10, THF, IP-10, MCP-1, IL-8 & G-CSF quando
comparados com formas mais leves da doenga (10, 11) sugerindo uma forte associagdo entre o processo
inflamatorio e a evolugdo clinica. Além disso, a evolugdo do covid-19 esta associado a importante linfopenia
com diminuigio dos linfdcitos T CD4, CDE & Tregs, afetando de forma mais importante os pacientes graves.
Associado a tal deplegfo, ha o aumento relativo de linfocites T virgens na circulagdo (11). Nenhum estudo,
entretanto, abordou a evolugio da resposta inflamatoria e como se da a resolugdo da mesma. Além disso, o
pulm3o & o principal drgéo acometido pela covid-19, mas ndo ha estudos avaliando a dindmica inflamatario
de aspirado bronco-alveolar. Poucos estudos avaliaram o processo de coagulagdo em pacientes com SARS
-CoV-2. Entretanto, estudos preliminares indicam que sua fungdo estd significativamentes alterada em
comparagdo com pessoas sauddveis. Além disso, estes estudos relatam uma associacio entre altos niveis
de dimero D, produtos de degradagdo da filrina & tempo de protrombina & tempo de tromboplastina parcial
ativado alargados (12, 13). Mos (lfimos anos cresceu, de forma significativa, o nimero de pesquisas que
investigam cfDMNA como biomarcador em pacientes criticos, incluindo pacientes com sepse (14, 15). Muitos
estudos em pacientes criticos
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demonstraram o ¢fDMNA com preditor de mortalidade, entre eles pacientes com sepse e sindrome do
desconforto respiratorio agudo (9, 16, 17) como melhor preditor de mortalidade do que os escores MODS
{(Multiple Organ Dysfunction) & APACHE Il (18). Este biomarcador também apresentou boa comelagio com a
gravidade da infecgdio em pacientes critices, sendo a eficiéncia diagnéstica dos niveis de cfDMA similar &
dos niveis de procalcitonina e da proteina C-reativa (19). Do ponto de vista terapéutico, ainda ndo ha um
agente farmacologico especifico para o tratamento da COVID-19, sendo utilizadas rotineiramente medidas
gerais de suporte clinico. Algumas drogas de agdo antiviral & imunomoduladeras estio em investigagdo.
Apesar dos achados ainda preliminares, baseados em dados observacionais, um estudo muito recente
identificou uma redugo substancial da carga viral do SARS-CoV-2 em trato respiratorio de pacientes que
fizeram uso de hidroxicleroquina, em comparagio a controles negatives({20). Dependendo da gravidade de
apresentagdo dos casos e da avaliag@o do perfil de seguranga da droga, pretende-se que protocolos
assistenciais locais possam vir a incorporar tal estratégia terapéutica no decomer dos proximos dias ou
semanas. Diante do exposto, o objetivo deste estudo & avaliar as caracteristicas clinicas, laboratoriais e de
imagem (incluindo dados de ultrassonografia, radiografia e tomografia de torax), investigando a associagio
entre easas varidveis, em pacientes adultos internados com suspeita ou confirmagdoe de COVID 19 no
Hospital das Clinicas da UFMG durante a duragéo da epidemia.

HIPOTESES

Asg caracteristicas dos pacientes com infecgo por coronavirus diferem nos pacientes com outras infecges
conhecidas. No grupo de pacientes normalments atendides no HC-UFMG, devido 4s suas doencas de base
como doengas hematoldgicas, transplantados (figado, rins, medula dssea), a COVID 19 terd comportamento
diferente.

A resposta inflamatoria podera ter associacdo com a gravidade, como desfechos relacionados &
mortalidade, tempo de internacdo, tempo de ventilagBo mecanica entre outros.

METODOLOGIA

Delineamento & local do estudo: Trata-se de uma coorte prospectiva, dnico cenfro, realizado no HC-UFMG,
localizado na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. O HC-UFMG & uma unidade de hospitalar
integrado ao SUS com 504 leitos, sendo 30 leitos de terapia intensiva. Coleta de material bioldgico: sera
coletado amostra de sangue (volume total de 25 mi), dividida da seguinte forma: tubo seco para soro (10
mil), tubo com adigéo de citrato (5 mil) & tubo com
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heparina (10 ml), a admissao e nos dias 3 e 7 de seguimento. O material sera separado em aliguotas e
armmazenado em freezer a -800 do Laboratdrio Multivsuario da Faculdade de Medicina da UFMG (freezer
Grupo MNIIMI) para posterior andlize. Em pacientes intubados, coletaremos também aspirado bronco-alveolar
em sistema fechado no dia da intubag8o e nos dias 3 e 7 de seguimento, ou no dia da extubagio. Os
exames laboratoriais: temipo de protromibina (TP), temipo de tromboplastina parcial ativado (TTPa), tempo de
trombina (TT), fibrinogénio e dimeros D serdo realizades no aparelho ACL Top 550 (Werfen, Artarmon,
Australia). O teste de gerago de trombina serd realizado por método inhouse validado (4) no equipamento
Fluoroskan Ascent FL (Thermo Fisher Scienfific, Vantaa, Finlandia). Protocolo ultrassonografico: Sera
utilizado ultrassom portatil Terason 30008 dizponivel na unidade. Os transdutores setorial e linear segundo
a indicagBo. Exames seriados serdo realizados em todos o3 pacientes admitides com suspeita ou
confirmagdo de infecgio por coronavirus. Exames diarios serfo realizados, de acordo com o segundo
profocole; Seis janelas em cada hemitorax serdo avaliadas a saber: divisdo de cada hemitorax em regides
anterior, lateral & posterior, de acorde com as linhas axilar anterior & posterior. Cada regido sera
posteriormente dividida em superior e inferior de acordo com linha imaginaria a altura do mamilo (Fig 1).
Serdo avaliados os seguintes pardmetros: Presenga de deslizamento pleural; Padrao pulmonar de linhas A
ou B; Se linhas B definir se linhas B definir suas caracteristicas: bem delimitadas ou coalescentes; presenga
de espessamento pleural; presenca de consclidagdes subpleurais, focais ou mlltiplas. Avaliago de
Biomarcadores séricos e pulmonares: & gquantificagio de citocinas, quimiocinas e pré- ADM, suPAR, pro-
ET1, trail e IP-10 sera realizada no soro das amostras de pacientes com suspeita ou confirmagio de
infecgdo por coronavirus. O soro sera obtido a partir de centrifugagio (centrifugago por 15 minutos a 2000g
& 3850 rpm a 4 graus), aliqguotado em tubos de Eppendorf e estocado a —80° C para posterior analise. Serdo
utilizados kits comerciais disponiveis para andlize. Os niveis séricos e no aspirado pulmonar de [FM- |, THF-,
IL-B, IL-1, IL-10, IL-17, CCL3, CXCL10, CCL2, CCL8, CXCL9, CCLS, pentraxin-3 (PTX3) e NETs seréo
mensurados através do teste de Enzymedinked immunosorbent assays (E.L .54, R&D System para
dosagem em espectrofotdmetro) usando anticorpos da RD System. Placas de 96 pogos serSo cobertas com
SOL/pogo do anticorpo especifico e os resultados sero expressos em picogramas/ mL.Sera analisada
também a fonte de citocings e a caracterizagio das células do sistema imune por citometria de fluxo no
sangue periférico & no aspirado bronco-alveolar. Serdo avaliados oz perfis de linfocitos T auxiliadores
(CD3+CD4+), citotdxicos (CD3+CD8+), reguladores (CO3+CD4+CD25+C D 2T lowFoxP3+) ILC (Lin-
CD45+CD127+), NK (Lin-CD55+CD16+). Investigaremos também células migloides como as Células
Dendriticas
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(CD11c+) e mondcitos (CO14+CD16+/-). Marcadores de ativagdo e regulagdo (HLA-DR, CD80, CD107,
GITR, PD1, LAg3, LAP) e citocinas (IFNg, IL174, IL10, THF e IL4/IL13) serdo avaliados para se estabelecer
o perfil de resposta imune associado a evolugio patologica.

CRITERIO DE INCLUSAQ
Adultos com 18 ancs ou mais E suspeita ou confirmagéo de infecgio por coronavirus.

CRITERIC DE EXCLUSED
Recusa em participar do estudo através da recusa de assinatura do TCLE.

Objetivoe da Pesquisa:

OBJETIVO PRIMARIO

O objetivo deste estudo & avaliar as caracteristicas clinicas, laboratoriais & de imagem (incluindo dados de
ultrazsonografia, radiografia e tomografia de térax), investigando a associag8o entre essas varidveis, em
pacientes adultos intermados com suspeita ou confimagdo de COVID 19 no Hospital das Clinicas da UFMG
durante a duragdo da epidemia.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

Descrever em pacientes admitidos em enfermaria e CTI as seguintes varidveis:

* Casuistica: idade, sexo, presenga de comorbidades (diabetes mellitus, hipertens&o arterial sistémica (12),
doenga pulmenar obstrutiva crdnica [DPOC), necplasias sdlidas, neoplasias hematologicas, doengas auto-
imunes e inflamatorias), escores de gravidade clinica & admissdo tais como SAPS-3 (21), SOFA (22) e
APACHE-N (23).

* Caracteristicas radiograficas encontradas.

* Caracteristicas ultrassonograficas: utilizag8o de protocolo pulmonar previamente utilizado em estudos
realizados na instituigio (24) Figuras 1 & 2.

* Comparar oz achados ultrassonograficas com as radiograficas.

+ Comparar o2 achados ultrassonograficas com os niveis de marcadores inflamatorios séricos.

* Comparar o5 achados ultrassonograficas com as caracteristicas clinicas dos pacientes & com o
prognostico.

* Determinar fluxo de atendimento institucional de pacientes com suspeita ou confimac&o de COVID19 por
meio de dados clinicos e ulirassonograficos (Figura 2).

+ Determina e descrever oz seguintes dados laboratoriais encontrados: cinética da proteina C reativa, global
de leucheitos (segmentados e linfacitos), ureia e creatining, enzimas hepaticas
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(ASAT-ALAT-bilirrubinas), coagulograma.

* Ayaliar perfil de citocinas inflamatorias e quimiocinas e comelaciona-los com os grupos gjustados pela
gravidade.

« Avaliar o perfil de noves biomarcadores: sUPAR, pro-ADM. pro-ET1, trail & IP-10, cell free DMA.

* Comparar a cinética dos biomarcadores entre pacientes com suspeita e confirmagéo de infecgio por
coronavirus.

* Estudar os desfechos secundarios: tempo de VM, tempo de intemagdo em CTI e hospitalar, mortalidade
em CTl e hospitalar.

+ Analisa biomarcadores séricos para commelagdo posterior com desfechos relacionados & necessidade de
WMI, tempo de internagdo em CT1 e mortalidade.

+ Desenvolver classificadores utilizando andlise dos dados com técnicas de teorias de redes, teoria da
informagéo, data mining e inteligéncia artificial.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

Os riscos associados a este projeto estarfio relacionados & pungSo venosa para coleta de material biclogico
(sangue), como hematoma no sitio de pungdo. Podera ser também coletado através de pungéo arterial
previamente puncionada para monitorizagio hemodindmica. O ultrassom & beira-leito ndo esta asseciada a
riscos adicionais, ja gque & método ndo invasivo, sem emiss#o de radiagBo. A coleta de aspirado tragueal
sera realizada sem desconexfio do paciente. E métedo habitualmente realizado em ambientes de terapia
intensiva. Os pacientes serfo acompanhados durante toda a sua internago em UTI e seu sigilo de
identidade sera guardado. Futuramente, os dados coletados se tornardo plblicos.

BEMEFICIOS

Este estudo frara conhecimento sobre a infeccio por SARS-CoV/-2 em varios aspectos, a saber:

* Dados clinicos e epidemiclogices da populacio afetada.

* Conhecimento sobre a resposta inflamatoria atraves da dosagem de diferentes biomarcadores que
auxiliario em futuros estudos de tratamento.

* Conhecer a evolugio da doenga com relagdo ao comprometimento pulmonar através de diferentes
métodos de imagem: radiografia, ultrassonografia e tomografia.

* Conhecer as caracteristicas da nossa populagio comprometida.

* Desenvolver planos de agdo para tratamento.
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Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Estudo de coorte prospectiva, Unico centro, realizado no HC-UFMG.

0O estudo visa avaliar as caracteristicas clinicas, laboratoriais e de imagem (incluindo dados de
ultrassonegrafia, radiegrafia e tomografia de tdrax), investigando a associago entre essas varidveis, em
pacientes internades com suspeita ou confirmagdo de COVID 19.

Procedimentos realizados no estudo:

- Para o projeto de pesquisa serd coletado amostra de sangue para exames laboratoriais e avaliagio de
biomarcadores séricos e pulmonares (incluindo biomarcadores genéticos).

- Pacientes intubados, serd coletado também aspirado bronco-alveolar em sistema fechado no dia da
intubagio & nos dias 3 e 7 de seguimento, ou no dia da extubagéo.

- Realizagio de protocolo ultrassonografico.

- Diagndstico especifico da infeegdo viral - coleta de swab e de nasofaringe (parte do processo assistencial
dos pacientes incluidos no estudo).x’

Previséo do nimero de participantes de pesquiza a serem incluidos no estudo: 200.

Previséo de inicio do estudo: 01/04/2020.

Previsdo de enceramento do estudo: 31/08/2021.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatdria:

Wide campo "Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes”.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Andlise das respostas ao Parecer Consubstanciado n® 3965 370 emitido em 11/04/2020:

1. Quanto ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (para participantes e responsavel legal),
intitulado "TCLE_COVID_HC_UFMG.pdf™:

1.1. Lé-se no TCLE: "lIremos fazer varios exames para entender as alteragdes do seu corpo diante da
infecgio & vamos fazer exames de ultrassom e analisar os dados clinicos da sua papeleta”. Foi informado
no TCLE gquais amostras bioldgicas serfo coletadas, entretanto ndo ha infermagdo sobre quais exames
serfio realizadas com tais amostras. E necessario descrever no TCLE todos os procedimentos envolvidos na
pesquisa, incluindo quais andlises serdo realizadas e suas respectivas finalidades, em linguagem clara e
acessivel 2 compreensdo leiga. Diante do exposto:

1.1.1. Solicita-ze descrever no TCLE os procedimentes a serem realizados na pesquisa, pontuando
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quais andlises serfio realizadas nas amostras bioldgicas e o objetive de cada andlise (Resolugdo CNS n®
466 de 2012, item IV.3.a).

RESPOSTA: Os procedimentos a serem realizados foram listados nas novas versoes do TCLE para o
participante e responsavel legal), conforme constam nos documentos revisados, enviados via Plataforma
Brasil.

AMALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.1.2. Solicita-se descrever no TCLE guais FAMILIAS de genesfsegmentos de DMNA e/ou RMA serdo
analizadas nas amostras biologicas coletadas para o estudo. O pesquisador poderd descrever os genes
estudados de forma agrupada segundo a funcionalidade cu o efeito (exemplo: genes relacionados ac
aparecimento do edncer, inflamagdo, morte celular, resposta ao tratamento ete.) ndo sendo necessario lista-
los individualmente, respeitando-se a capacidade de compresnsdo do participante de pesguisa (Carta
Circular n® 041/201S/CONEP/CHNSIMS, itens 2.a e 2.b).

RESPOSTA: Oz fragmentos de genss gue serdo estudados (cell free DMA) foram citados nos TCLEs
documentos revisados, de fomma mais genérica, com Enfase na representatividade e efeito a ser investigado
desses compostos.

AMALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.2. Sglicita-ge inserir no TCLE a explicitagdo acerca do direito de buscar indenizagio diante de eventuais
danos decomrentes da pesquisa (ResolugBo CNS n® 466 de 2012, item [V.3.h).

RESPOSTA: Foram inseridas nas versdes atualizadas dos TCLEs a explicitago acerca do direito de buscar
indenizagdes em caso de eventuais danos decomrentes da pesquisa.

AMALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2. Solicitam-ze esclarecimentos quanto ao destino das amostras biclogicas ao final das analises (exames)
realizadas no estudo, isto &, se as amostras serdo ou ndo destruidas. Caso as amostras sejam
armazenadas para andlises futuras, solicita-se adequar os TCLEs inseridos na Plataforma Brasil &
Resolugdc CNS n° 441 de 2011 e a Portaria MS n® 2.201 de 2011.

RESPOSTA: Foram acrescentadas nos TCLEs informagdes sobre a criacBo de um repositdno de amostras
biologicas e seu objetivo, dando ao participante ou a seu responsavel legal dando a opgo de escolher entrs
a necessidade ou ndo de a equipe de pesguisa apresentar nove TCLE quando da eventual utilizago das
amosiras estocadas.

AMALISE: PENDENCIA ATENDIDA.
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Consideragdes Finais a critério da COMEP:

Diante do exposto, @ Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com as atribuigdes

definidas na Resolugdo CHNS n® 466 de 2012 e na Morma Operacional n® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se

pela aprovacdo do projeto de pesquisa proposto.

Situago: Protocolo aprovado.

Este parecer foi elaborado bazeado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagao
Informagbes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 13042020 Ageito
do Projeto ROJETO 1531497 pdf 13:43:54
TCLE/ Temnos de | TCLE_modificado_sem_marcas_respon | 130472020 |Vandack Alencar Aceito
Assentimento savel docx 13:38:38  [MNobre Jr
Justificativa de
Auséncia
TCLE/ Temnos de | TCLE_modificado_sem_marcas_particip| 1304/2020 |Vandack Alencar Aceito
Assentimento ante_docx 13:38:20 [Nobre Jr
Justificativa de
Auséncia
TCLE/ Temnos de |TCLE modificado_marcadas responsav| 130472020 |Vandack Alencar Aceito
Assentimento / el.docx 13:38:04  [Nobre Jr
Justificativa de
Auséncia
TCLE/ Temos de | TCLE_modificado_marcadas_parficipant] 130472020 |Vandack Alencar Aceito
Assentimento e.docx 13:3745  [MNobre Jr
Justificativa de
Auséncia
Quiros Carta_reposta_parecer_wversao_1.pdf 130472020 |Vandack Alencar Aceito
13:37:31 | MNobre Jr

Projeto Detalhado /| Projeto_pesquisa_emergencial_COVID_| 310372020 (Vandack Alencar Aceito

Brochura 300320 pdf 17:44:07 | Mobre Jr

Investigador

TCLE/! Termos de | TCLE_COVID_HC UFMG.pdf 310372020 |Vandack Alencar Aceito

Assentimento 17:34:21  [MNobre Jr

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto Folha_de_rosto COVID pdf 310372020 [Vandack Alencar Aceito
17:21:41 | MNobre Jr
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Situagio do Parecer:
Aprovado

BRASILIA, 16 de Abril de 2020

Azsinado por:

Jorge Alves de Almeida Venancio
{Coordenador{a))
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APENDICE 1
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO/Participante

Vocé esta sendo convidado pelos pesquisadores Dr. Vandack Alencar Nobre Jr e
Dra. Cecilia Gomez Ravetti para participar de uma pesquisa sobre o coronavirus. A
pesquisa se chama “Caracteristicas epidemiologicas, clinicas, imagenoldgicas e
laboratoriais de pacientes com infeccdo por COVID-19 admitidos no Hospital das Clinicas

da Universidade Federal de Minas Gerais™.

A participacdo nesse estudo € voluntaria e vocé tem o direito de recusar sem qualquer
prejuizo ao seu tratamento nesta instituicdo. Apos ler este termo ou ele ter sido explicado
para vocé, sinta-se a vontade para perguntar e tirar todas as duvidas que vocé tiver.

Como todos tém acompanhado, em dezembro de 2019 houve infec¢do de um grupo
de pessoas na China causado por um novo tipo de coronavirus, 0 SARS-CoV-2 (o causador
da COVID-19). Em aproximadamente 5% dos casos, a infeccéo respiratéria se torna grave,
com necessidade de internacdo em terapia intensiva e necessidade de algum tipo de suporte
ventilatério, e a mortalidade até o momento foi de 3,7%, acometendo principalmente
pacientes idosos com outras doengas. Para melhorar o atendimento, precisamos entender
como esse virus adoece a populacdo brasileira. Para isso, pretendemos investigar como 0s
pacientes com coronavirus estdo adoecendo, quais sdo as implica¢Ges na sua saude e nos

seus exames e como o sistema imunoldgico esta combatendo a infeccéo.

Se vocé aceitar participar, iremos coletar amostras de sangue e, caso VOcé precise de
ajuda de um aparelho para respirar, vamos coletar amostras aspiradas do seu pulmao.
Também iremos fazer varios exames para entender as alteracdes do seu corpo diante da

infeccdo e vamos fazer exames de ultrassom e analisar os dados clinicos da sua papeleta.

A participagdo em qualquer projeto de pesquisa possui riscos, mas garantimos que
nosso interesse principal € o restabelecimento completo da sua saude. Os exames e coletas
adicionais propostos nesse projeto sdo de baixo risco e ndo irdo interferir na capacidade do

seu corpo em combater o virus. Por exemplo, o ultrassom é uma ferramenta que nao traz
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nenhum prejuizo para o paciente, ja que ndo € invasivo e ndo emite radiagéo, a diferenca
de outros métodos de imagem. O exame sera realizado em menos de 15 minutos, sem
necessidade de transporte. Da mesma forma, a pesquisa realizard procedimentos simples
de coleta de sangue na veia do brago do Sr./ da Sra. por 5 dias (5 ml de sangue por dia),
juntamente com a coleta de sangue da manha e de 15 ml nos dias 0 (hoje), 3 e 7. A coleta
de sangue pode causar hematoma no local, mas vamos utilizar a mesma puncao que sera
utilizada para exames de rotina. Caso vocé precise de CTI, além das coletas de sangue,
vamos também coletar aspirado do seu pulméo para avaliar como o sistema imunologico
esta combatendo o virus direto no pulmao. O aspirado pulmonar é um procedimento de
rotina em pacientes com suporte ventilatorio em CTI e ndo sera realizado apenas para o
propdsito dessa pesquisa, apenas vamos guardar o aspirado feito rotineiramente e estuda-

lo.

Vocé tem o direito de retirar a autorizacdo (ou consentimento) para essa pesquisa a
qualquer momento sem sofrer qualquer alteracdo no seu atendimento ou tratamento neste
hospital; basta comunicar a equipe da pesquisa. Vocé ndo ira se beneficiar diretamente ao
participar desse estudo, mas contribuird para que a COVID-19 seja melhor entendida,
ajudando a equipe da pesquisa a desenvolver novos exames e estratégias para lidar com
essa doenca. O (A) Sr. (Sra.) ndo terd qualquer tipo de despesa para participar da pesquisa
e nao receberd remuneracdo por sua participacdo. No caso de algum dano, nossa equipe
assumira toda responsabilidade e ressarcimentos cabiveis. Caso receba alta, a coleta nao

serd mais necessaria para a pesquisa e sua participacdo estara encerrada.

Gostariamos ainda de informar que os pesquisadores assumem o dever de dar
assisténcia aos participantes da pesquisa para problemas relacionados aos procedimentos
citados acima ou mesmo para quaisquer outros problemas da salde apresentados durante a
pesquisa. Os registros (informacdes dos pacientes) serdo mantidos de forma confidencial
com coédigos de identificagdo de acesso limitado, e o0 nome do paciente ndo sera

mencionado em nenhum momento.
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Consentimento:

Eu entendi o que me foi

proposto e tive oportunidade de esclarecer minhas duvidas. Concordo em participar da
pesquisa sobre COVID-19. Estou ciente dos riscos e dos beneficios da minha participacéo.
Estou ciente de que os resultados serdo publicados somente em conjunto, ndo permitindo
a minha identificacdo individual. Estou ciente de que posso retirar minha participacdo a

qualquer momento sem prejuizo do meu atendimento.

Nome/assinatura do participante da pesquisa

Belo Horizonte, [/ [/

Testemunha imparcial no caso de analfabeto

Nome do pesquisador que aplicou o Termo
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APENDICE 2
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO/Responsavel

Vocé estd sendo convidado a autorizar a participacdo de um ente querido numa
pesquisa sobre coronavirus pelos pesquisadores Dr. Vandack Alencar Nobre Jr e Dra.
Cecilia Gomez Ravetti. A pesquisa se chama “Caracteristicas epidemioldgicas, clinicas,
imagenologicas e laboratoriais de pacientes com infeccdo por COVID-19 admitidos no

Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais.”

A participacao do seu ente querido nesse estudo é voluntaria e vocé tem o direito de
recusar sem qualquer prejuizo ao tratamento dele (a) nesta instituicdo. Apos ler este termo,
ou ele ter sido explicado para vocé, sinta-se a vontade para perguntar e tirar todas as

duvidas que vocé tiver.

Como todos tém acompanhado, em dezembro de 2019 houve infec¢do de um grupo
de pessoas na China causado por um novo tipo de coronavirus, 0 SARS-CoV-2 (o causador
da COVID-19). Em aproximadamente 5% dos casos, a infeccdo respiratoria se torna grave,
com necessidade de internacdo em terapia intensiva e necessidade de algum tipo de suporte
ventilatorio, e a mortalidade at¢ o momento foi de 3,7%, acometendo principalmente
pacientes idosos com outras doengas. Para melhorar o atendimento, precisamos entender
como esse virus adoece a populacdo brasileira. Para isso, pretendemos investigar como 0s
pacientes com coronavirus estdo adoecendo, quais sdo as implica¢Ges na sua saude e nos

seus exames e como o sistema imunoldgico esta combatendo a infeccéo.

Se vocé aceitar que estudemos a doenca em seu ente querido, iremos coletar amostras
de sangue e, caso ele(a) precise de ajuda de um aparelho para respirar, vamos coletar
amostras aspiradas do pulmdo também. Iremos fazer varios exames para entender as
alteracbes do seu corpo diante da infeccdo e vamos fazer exames de ultrassom e analisar

os dados clinicos da sua papeleta.

A participacdo em qualquer projeto de pesquisa possui riscos, mas garantimos que

nosso interesse principal é o restabelecimento da salde do seu ente querido. Os exames e
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coletas adicionais propostos nesse projeto séo de baixo risco e ndo irdo interferir na
capacidade do seu corpo em combater o virus. Por exemplo, o ultrassom é uma ferramenta
que ndo traz nenhum prejuizo para o0 paciente, ja que nao € invasivo e ndo emite radiacao,
a diferenca de outros métodos de imagem. O exame sera realizado em menos de 15 minutos
sem necessidade de transporte. Da mesma forma, a pesquisa realizara procedimentos
simples de coleta de sangue na veia do braco por 5 dias (5 ml, ou uma colherinha de cha,
de sangue por dia), juntamente com a coleta de sangue da manha, e de 15 ml (ou trés
colheres de cha) nos dias 0 (hoje), 3 e 7. A coleta de sangue pode causar hematoma no
local, mas vamos utilizar a mesma puncgédo que serd utilizada para exames de rotina. Caso
ele(a) precise de CTI, além das coletas de sangue, vamos também coletar aspirado do
pulmdo para avaliar como o sistema imunologico esta combatendo o virus direto no
pulméo. O aspirado pulmonar é um procedimento de rotina em pacientes com suporte
ventilatério em CTI e ndo sera realizado apenas para o propésito dessa pesquisa, apenas

vamos guardar o aspirado feito rotineiramente e estuda-lo.

Vocé tem o direito de retirar essa autorizagdo (ou consentimento) a qualquer
momento sem que seu ente querido sofra qualquer altera¢do no atendimento ou tratamento
neste hospital; basta comunicar a equipe da pesquisa. E importante informar que seu ente
querido ndo ira se beneficiar diretamente ao participar desse estudo, mas contribuira para
gue a COVID-19 seja melhor entendida, ajudando a equipe da pesquisa a desenvolver
novos exames e estratégias para lidar com essa doenca. O (A) Sr (Sra.), nem seu ente
querido, terdo qualquer tipo de despesa para participar da pesquisa € nao receberdo
remuneracdo pela participacdo. No caso de algum dano, nossa equipe assumird toda
responsabilidade e ressarcimentos cabiveis. Caso receba alta, a coleta ndo sera mais

necessaria para a pesquisa e a participacdo dele(a) estara encerrada.

Garantimos que os registros (informacdes dos pacientes) serdo mantidos de forma
confidencial com cédigos de identificacdo de acesso limitado, e 0 nome do paciente ndo

serd mencionado em nenhum momento.
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Este Termo devera ser assinado em duas vias, sendo uma para VOCE, como

representante legal do participante, e outra para os pesquisadores.

Se voce tiver alguma davida sobre a pesquisa, pode entrar em contato direto com

0s pesquisadores responsaveis:

1 - Dr. Vandack Alencar Nobre Jr: (31) 3309-4195 / 99831-0004 - email:

vandack@gmail.com

2 - Dra Cecilia Gomez Ravetti (31) 99959-6555 - email: ceciliag.ravetti@gmail.com

Av. Alfredo Balena, 190 — Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina
da UFMG - Santa Efigénia — Belo Horizonte, MG — Brasil — CEP 30130-100

Se vocé tiver davidas éticas, pode consultar o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG:
Telefax (31) 3409- 4592. Av. Antdnio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il — 2° andar,
sl. 2005 — Campus Pampulha, Belo Horizonte, MG — Brasil — CEP 31270-901.
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Consentimento:

Eu entendi o que me foi

proposto e tive oportunidade de esclarecer minhas davidas. Concordo em participar da
pesquisa sobre COVID-19. Estou ciente dos riscos e dos beneficios da minha participacéo.
Estou ciente de que os resultados serdo publicados somente em conjunto, ndo permitindo
a minha identificagdo individual. Estou ciente que posso retirar minha participagdo a

qualquer momento sem prejuizo do meu ente querido.

Nome/assinatura do participante da pesquisa

Belo Horizonte, / [/ _

Testemunha imparcial no caso de analfabeto

Nome do pesquisador que aplicou o
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