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RESUMO 

 

Introdução: A COVID-19 pode evoluir para um estado crítico e fatal, associado a padrões 

alterados de citocinas e quimiocinas. Relatos recentes apontam diferença nas características da 

resposta inflamatória nos sítios sistêmico e pulmonar. No entanto ainda há poucos estudos que 

comparem o perfil dessas moléculas nesses dois sítios. Objetivo: Estudar o perfil de citocinas 

e quimiocinas pulmonares e sistêmicas em pacientes críticos com COVID-19. Métodos: Estudo 

observacional, prospectivo, realizado na unidade de terapia intensiva do Hospital das Clínicas 

da Universidade Federal de Minas Gerais, de maio de 2020 a abril de 2021. Foram incluídos 

pacientes adultos (≥ 18 anos) com COVID-19 confirmada por RT-PCR, sob ventilação 

mecânica invasiva. Os pacientes foram acompanhados até o desfecho (óbito ou alta hospitalar) 

e divididos em dois grupos (sobreviventes e não sobreviventes) para as análises comparativas. 

A concentração de 18 citocinas e quimiocinas foi mensurada em amostras de sangue periférico 

e de secreção pulmonar (minilavado broncoalveolar - mini-BAL) coletadas em dois momentos 

diferentes: 1o ou 2o dia (D1-2) e 5o a 8o dia (D5-8) após a intubação orotraqueal. Resultados: 

Foram incluídos 34 pacientes com COVID-19 crítica, sendo 16 sobreviventes e 18 não 

sobreviventes, com mediana de 58 (41-70) anos, sendo mais frequente o sexo masculino (62%). 

As principais comorbidades foram hipertensão arterial sistêmica (16%), diabete melito (12%) 

e doenças cardiovasculares (9%), sem diferença entre os sobreviventes e não sobreviventes. 

Não houve diferença, também, na gravidade clínica à admissão, avaliada através do escore 

SOFA (p=0,66) e APACHE II (p=0,23). No mini-BAL do grupo sobrevivente houve níveis 

mais elevados de CCL4 (p=0,01) no D1-2 e maiores níveis de IFN-γ (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 não 

sobreviventes. Por outro lado, o grupo não sobrevivente apresentou níveis plasmáticos 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 os sobreviventes. 

Nos dias D1-2, maiores níveis de TNF (p=0,02) e CXCL8 (p=0,04) no pulmão associaram-se a 

PaO2/FiO2 ≥ 150 mmHg, enquanto PaO2/FiO2 < 150 mmHg esteve associado a maiores níveis 

de plasmáticos de IFN-γ (p=0,004) e IL-5 (p=0,01). Houve forte correlação entre as citocinas e 

quimiocinas analisadas separadamente no território pulmonar e plasmático nos momentos D1-

2 e D5-8, mas os níveis dessas moléculas não se correlacionaram quando o plasma e pulmões 

foram comparados entre si. Conclusão: Nossos resultados sugerem que os processos 

inflamatórios que ocorrem no território pulmonar e periférico são regulados diferentemente em 

pacientes com COVID-19 crítica. Níveis mais elevados de citocinas pulmonares associaram-se 



 

a menor mortalidade e melhor oxigenação, ao passo que níveis plasmáticos mais elevados de 

citocinas foram associados a óbito e a uma pior capacidade de oxigenação (relação PaO2/FiO2) 

no início da fase crítica da infecção.  

 

Palavras-chave: SARS-CoV-2; COVID-19; citocinas; quimiocinas; pulmão; 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 Clínicas 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 II (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-γ (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 PaO2/FiO2 < 150 mmHg was associated with higher plasma levels of IFN-γ (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 (PaO2/FiO2 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. INTRODUÇÃO 

 

Desde o surgimento da doença coronavírus 2019 (COVID-19), causada pelo 

coronavírus 2 da síndrome respiratória aguda grave (SARS-CoV-2), pesquisadores de vários 

países do mundo uniram esforços para compreender essa nova condição e orientar seu manejo 

clínico e prevenção. Em três anos de pandemia, houve mais de 676 milhões de casos de COVID-

19 e mais de 6,8 milhões de mortes (Johns Hopkins University - COVID-19 dashboard, 2023). 

O sistema respiratório é o principal local de infecção do SARS-CoV-2, sendo o pulmão 

um local crítico na resposta imune inicial contra esse vírus (Arish, Qian et al., 2023). Uma 

resposta imune ineficaz pode levar à evolução para a síndrome do desconforto respiratório 

agudo (SDRA) e à necessidade de ventilação mecânica (VM), condição clínica crítica 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, já se sabe que a COVID-19 pode evoluir para 

uma doença sistêmica, com envolvimento de vários tecidos extrapulmonares (Elrobaa e New, 

2021; Arish, Qian et al., 2023) e, por conseguinte, a várias disfunções orgânicas. Assim, o 

estudo imunológico de sítios pulmonares e sistêmicos torna-se importante para um melhor 

entendimento da COVID-19. 

A maior incidência de doenças críticas e fatais em pacientes com COVID-19 foi 

associada a padrões alterados de citocinas (Galani, Rovina et al., 2021; Hu, Pan et al., 2022). 

Em um acompanhamento longitudinal, observou-se que os casos moderados tiveram redução 

dos níveis plasmáticos de citocinas, enquanto os que evoluíram para o estado grave mantiveram 

altos níveis plasmáticos de citocinas e quimiocinas associadas a monócitos, 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 níveis plasmáticos 

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, níveis plasmáticos elevados da citocina pró-inflamatória IL-6 demonstrou ser indicador 

de gravidade de lesão pulmonar (Chen, Zhang et al., 2020) e mortalidade em COVID-19 (Del 

Valle, Kim-Schulze et al., 2020). Os níveis de citocinas nos pulmões também estão elevados 

durante a infecção. Análise de transcriptomas de RNAs isolados do lavado broncoalveolar de 

pacientes com COVID-19 encontrou alta expressão de CCL2, CCL3, CCL4 e CXCL10 quando 

comparados a doadores saudáveis (Xiong, Liu et al., 2020). 

Embora a magnitude da elevação das citocinas plasmáticas na COVID-19 seja menor 

em comparação 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), intervenções direcionadas à inibição dessa resposta podem 

ser benéficas em pacientes críticos com COVID-19. Por exemplo, foi demonstrado que 

pacientes críticos 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 opções terapêuticas de acordo com as Diretrizes de Tratamento 

da COVID-19 (COVID-19 Treatment Guidelines Panel, 2023). 

Relatos recentes apontam para processos inflamatórios distintos nos sítios sistêmico e 

pulmonar. Diferentes estudos demonstraram que pacientes com COVID-19 que evoluíram a 

óbito apresentaram menor ativação de células T CD4 e CD8 nos pulmões quando comparados 

ao sangue periférico (Saris, Reijnders et al., 2021), enquanto as células T reguladoras (Tregs) 

pulmonares apresentam maior expressão de PD1 e menor expressão de FoxP3 em relação às 

células Tregs sanguíneas (Goncalves-Pereira, Santiago et al., 2023).  

Alguns grupos têm investigado a regulação da resposta inflamatória sistêmica e 

pulmonar na COVID-19. Pandolfi et al. observaram que os níveis pulmonares e periféricos de 

IL-6 estavam positivamente correlacionados. Entretanto, as amostras não foram coletadas 

simultaneamente, limitando as conclusões (Pandolfi, Fossali et al., 2020). Por outro lado, 

Reynolds et al. analisaram, amostras de uma coorte que incluiu 13 indivíduos com COVID-19 

grave e quatro indivíduos com influenza grave, o lavado broncoalveolar e o plasma e 

observaram que, de 35 citocinas medidas, apenas CXCL10 apresentou correlação entre as 

amostras, sugerindo compartimentalização e independência entre esses dois locais (Reynolds, 

Vazquez Guillamet et al., 2021).  

Dessa forma, são necessários mais estudos para entender os mecanismos e 

características da evolução fatal em pacientes críticos com COVID-19, tanto em sítios 

pulmonares quanto sistêmicos. A fim de avançar no conhecimento do padrão inflamatório na 

COVID-19 crítica, este estudo tem como objetivo avaliar o papel modulador de citocinas e 

quimiocinas no sistema imunológico em sítios pulmonares e sistêmicos de pacientes com 

COVID-19 grave em ventilação mecânica invasiva, internados em uma unidade de terapia 

intensiva.  
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2. RACIONAL TEÓRICO 

 

A doença coronavírus 2019 (COVID-19) surgiu em dezembro de 2019 em Wuhan, na 

China (Wang, Horby et al., 2020), causada por um novo coronavírus da família Coronaviridae, 

gênero Betacoronavirus, subgênero Sarbecovirus (Wu, Zhao et al., 2020). Em janeiro de 2020 

o seu genoma foi identificado e, então, denominado de coronavírus 2 da síndrome respiratória 

aguda grave (SARS-CoV-2) (Merad, Blish et al., 2022). 

 O SARS-CoV-2 é um vírus envelopado com um genoma de fita de RNA simples de 

sentido positivo (Merad, Blish et al., 2022). A organização genômica do SARS-CoV-2 é 

composta por quatro proteínas estruturais principais – nucleocapsídeo, membrana, envelope e 

spike – e 16 proteínas não estruturais que medeiam replicação, infeção e patogênese do vírus 

(Madden e Diamond, 2022), além das proteínas acessórias que têm atividade na evasão da 

resposta imune (Redondo, Zaldivar-Lopez et al., 2021; Madden e Diamond, 2022; Merad, Blish 

et al., 2022).  

O SARS-CoV-2 está em constante evolução por meio de mutações aleatórias (COVID-19 

Treatment Guidelines Panel, 2023), originando, assim, as variantes do vírus. As variantes Alpha 

(B.1.1.7), identificadas primeiramente no Reino Unido; Beta (B.1.351), África do Sul; Gamma 

(P.1), em Manaus – Brasil; Delta (B.1.617.2), na Índia; Epsilon (B.1.427), na Califórnia – 

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 preocupação, devido à 

evidência de aumento da transmissibilidade, da gravidade da doença, maior escape do sistema 

imune e redução da eficácia da vacinação (CDC, 2023). Já as variantes Epsilon (B.1.429), Eta 

(B.1.525), Iota (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 não 

são totalmente caracterizadas (COVID-19 Treatment Guidelines Panel, 2023). Outro termo 

criado pelo CDC foi o “variantes sendo monitoradas”, que inclui a variante Mu (B.1.621 e 

B.1.621.1), devido a atributos e características compartilhadas que podem exigir ação de saúde 

pública (CDC, 2023). 

Para infectar a célula hospedeira, o SARS-CoV-2 utiliza a proteína estrutural spike (Fig.1) 

(Lamers e Haagmans, 2022). Durante a entrada do vírus na célula, a enzima conversora de 

angiotensina 2 (ACE2) foi identificada como um receptor inicialmente importante, ao qual a 

proteína spike (S) se liga para entrar na célula através do domínio de ligação ao receptor (Wan, 

Shang et al., 2020). Após a clivagem proteolítica da spike pela protease transmembrana serina 

2 (TMPRSS2) em subunidades S1 e S2, ocorre a fusão celular mediada pela S2 (Hoffmann, 



20 
 

Kleine-Weber et al., 2020; Jaimes, Millet et al., 2020). Outras proteases também podem clivar 

a proteína S dando início à entrada do vírus 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 

proteína 78 regulada por glicose (GRP78) (Carlos, Ha et al., 2021).  

 

Figura 1: Entrada do SARS-CoV-2 na célula hospedeira. A proteína S se liga ao receptor enzima conversora 

de angiotensina 2 (ACE2) na célula hospedeira usando o domínio S1 (estágio 1). Isso permite que a TMPRSS2 

clive a proteína S (estágio 2), levando à ativação do domínio S2 a fim de permitir a fusão celular (estágio 3). O S2 

ativado funde as bicamadas lipídicas viral com a célula hospedeira, resultando na deposição do genoma viral de 

RNA na célula hospedeira (estágio 4). Abreviações: ACE2, enzima conversora de angiotensina 2; SARS-CoV-2, 

Coronavírus da Síndrome Respiratória 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.  
 

Evidências posteriores demostraram que o SARS-CoV-2 também pode infectar tecidos 

com baixa (Hikmet, Mear et al., 2020; Gusev, Sarapultsev et al., 2022) ou nenhuma expressão 

de ACE2, como a medula óssea (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 o SARS-CoV-2 capaz de infectar uma ampla gama de tecidos 

e órgãos, como o sistema pulmonar (Wiersinga, Rhodes et al., 2020), cardíaco (Liu, Blet et al., 

2020; Madjid, Safavi-Naeini et al., 2020), renal (Pei, Zhang et al., 2020; Su, Yang et al., 2020), 

hepático (Huang, Li et al., 2021; Baldelli, Marjot et al., 2023), gastrointestinal (Chen, Hsu et 

al., 2022), neurológico (Whittaker, Anson et al., 2020; Bhola, Trisal et al., 2022), tecido 

adiposo (Saccon, Mousovich-Neto et al., 2022)  e medula óssea, como mencionado (Zheng, 

Yuan et al., 2021). 

Após a entrada na célula, o SARS-CoV-2 passa por um período médio de incubação, 
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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 vírus, sendo o mais curto para a Omicron 

(Wu, Kang et al., 2022).  

Os pacientes com COVID-19 podem permanecer assintomáticos ou apresentar uma ampla 

gama de manifestações clínicas que variam de leve a um estado crítico com falência de 

múltiplos órgãos (Diretrizes de Tratamento da Doença de Coronavírus 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: 

- Assintomática ou pré-sintomática: indivíduos com teste positivo para SARS-CoV-2, mas 

sem sintomas compatíveis com a doença; 

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

anormal; 

- Moderada: evidência de comprometimento respiratório de via aérea inferior na avaliação 

clínica ou de imagem, com saturação periférica de oxigênio (SpO2) ≥ 94% em ar ambiente ao 

nível do mar; 

- Grave: presença de SpO2 < 94% em ar ambiente ao nível do mar, relação entre a pressão 

parcial de oxigênio arterial e a fração inspirada de oxigênio (PaO2/FiO2) < 300 mmHg, 

frequência respiratória >30 respirações/min ou infiltrado pulmonar >50%; 

- Crítica: presença de insuficiência respiratória, choque séptico e/ou disfunção de 

múltiplos órgãos. 

A progressão para o estado crítico ocorre geralmente em torno de 10 a 12 dias após o 

início dos sintomas da COVID-19 (COVID-19 Treatment Guidelines Panel, 2023). A 

probabilidade de evoluir para o estado de maior gravidade e óbito na COVID-19 está associada 

à 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); à obesidade (Deng, Yin 

et al., 2020; Palaiodimos, Kokkinidis et al., 2020; Merad, Blish et al., 2022), principalmente 

com o índice de massa corporal > 40 Kg/m2 (Williamson, Walker et al., 2020); à presença de 

hipertensão (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), doença respiratória prévia 

(Deng, Yin et al., 2020; Williamson, Walker et al., 2020), doença renal (Williamson, Walker 

et al., 2020; Merad, Blish et al., 2022; Singh, Malik et al., 2022), doença cardiovascular (Deng, 

Yin et al., 2020), doença hepática (Williamson, Walker et al., 2020), doença autoimune 
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(Williamson, Walker et al., 2020), câncer (Deng, Yin et al., 2020); e a história prévia de 

transplante (Williamson, Walker et al., 2020) e  imunossupressão (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 imunológico em resposta a infecções 

virais respiratórias têm um papel fundamental para que ocorra uma resposta antiviral apropriada 

(Clementi, Ghosh et al., 2021). 

 

 
2.1 CITOCINAS 

 

As citocinas são um grupo diverso de pequenas proteínas que são secretadas pelas células 

com a finalidade de sinalização e comunicação intercelular. Elas possuem atividade autócrina, 

parácrina e/ou endócrina, 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 pró-inflamatórias  

  

 As primeiras citocinas produzidas em resposta aos vírus são os interferons (IFNs), 

seguidos pelas citocinas pró-inflamatórias como interleucina (IL)-1, IL-6 e fator de necrose 

tumoral (TNF) (Clementi, Ghosh et al., 2021). No entanto, na infecção pelo vírus SARS-CoV-

2, o paradigma da imunidade antiviral, onde as respostas antivirais mediadas por IFNs 

precedem as pró-inflamatórias, nem sempre é observado. Em pacientes com COVID-19 

moderada a grave, citocinas pró-inflamatórias plasmáticas, como TNF, IL-6 e CXCL8, são 

produzidas antes dos IFNs, permanecendo elevadas por tempo prolongado (Galani, Rovina et 

al., 2021). Convém ressaltar que na infecção por SARS-CoV-2, os níveis plasmáticos elevados 

de IL-6 e TNF são apontados como preditores significativos de gravidade e morte por COVID-

19 (Del Valle, Kim-Schulze et al., 2020). 

Os IFNs são uma família de citocinas que desempenham papel central na imunidade 

antiviral (Fensterl e sem, 2009). Na ausência de uma resposta de IFN intacta, os mamíferos 

ficam suscetíveis a infecções virais (Schoggins, 2019) que podem se tornar letais. Existem três 

famílias distintas de IFN, designadas como Tipo I, Tipo II e Tipo III, que são capazes de induzir 

programas celulares intrínsecos que aumentam a resistência à infecção. Ao todo, existem 21 
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IFNs humanos (16 do tipo I, sendo 12 IFNα, o IFNβ, o IFNϵ, o IFNκ e o IFNω; 1 tipo II, IFNγ; 

e 4 do tipo III, sendo eles: IFNλ1, IFNλ2, IFNλ3 e IFNλ4) (Walter, 2020).  

Os IFNs do tipo I (IFN-α e IFN-β) sinalizam através dos receptores IFNAR1/IFNAR2, os 

IFNs do tipo II (IFN-γ) sinalizam através de IFN-γR1/IFN-γR2 e os IFNs do tipo III sinalizam 

através do complexo heterodimérico IFNLR1/IL10R2 (Tisoncik, Korth et al., 2012; Schoggins, 

2019).  A formação do complexo receptor-IFN ativa a cascata de sinalização intracelular 

mediada pela via JAK-STAT (Janus quinase – transdutor de sinal e ativador de transcrição), 

especialmente JAK1 e STAT1/2 (Briscoe, Guschin et al., 1996). Como resultado, ocorre a 

ativação de fatores de transcrição e a indução de genes estimulados por IFN (ISGs) (Schoggins, 

2019). A Fig. 2 exemplifica a sinalização dos IFN do tipo I e III. 

 

Figura 2: Sinalização dos IFNs do tipo I e III. O RNA viral ativa, vias citoplasmáticas de detecção imune inata, 

MDA5 ou RIG-I e inicia uma cascata de sinalização através de MAVS que leva a produção de IFNs tipo I e tipo 

III. Os IFNs agem por meio dos receptores de membrana plasmática e uma cascata de sinalização JAK-STAT1/2, 

culminando na produção de ISGs, os quais têm funções antivirais. Abreviações:  DMV, vesícula de membrana 

dupla; IFNs, interferons; ISGs, genes estimulados por interferon; IRF, fator regulador de interferon; ISRE, elemento 

de resposta sensível ao interferon; JAK, janus quinase; MAVS, proteínas de sinalização antiviral 

mitocondrial; RIG-I, gene induzível pelo ácido retinóico I; STAT, transdutor de sinal e ativador de transcrição. 

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 

repressão da replicação viral por meio de vários mecanismos; por exemplo, impedem a entrada 
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viral na célula e o tráfego viral no núcleo, inibem a replicação viral junto com a 

transcrição/tradução viral, degradam ácidos nucleicos virais e bloqueiam a montagem de 

partículas virais, criando um estado antiviral (Schneider, Chevillotte et al., 2014; Schoggins, 

2019).  

Para escapar da resposta imune, o coronavírus desenvolveu mecanismos que inibem a 

produção de IFN (Lowery, Sariol et al., 2021). A proteína do nucleocapsídeo é capaz de inibir 

a indução de IFN do tipo I ao se ligar diretamente à proteína TRIM25, bloqueando a ubiquação 

do RIG-I (gene induzível pelo ácido retinóico I) (Hu, Li et al., 2020). Além disso, a proteína de 

membrana é capaz de bloquear a fosforilação e ativação do IRF3 (fator regulador de interferon 

3) (Siu, Kok et al., 2009). As proteínas acessórias, 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 

têm sido desenhados para análise dessa citocina na resposta desta imunoterapia na COVID-19. 

No Reino Unido foi realizado um estudo piloto em que um grupo recebeu inalações diárias por 

14 dias com IFNβ-1α (n=48), e outro grupo, placebo (n=50), inalações diárias com a mesma 

formulação, apenas sem a substância ativa IFNβ-1α. Os pacientes que receberam IFNβ-1α 

inalado tiveram maiores chances de melhora clínica (odds ratio 2,32; IC 95% 1,07 – 5,04; P = 

0,033) no dia 15 ou 16, avaliados pela Escala Ordinal de Melhoria Clínica da Organização 

Mundial de Saúde, e eram mais propensos a se recuperar durante o tratamento (taxa de risco 

2,19; IC 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 clínico 

grave com complicações infecciosas secundárias, a administração de IFNγ adjuvante, 100 μg 

por via subcutânea, três vezes por semana, mostrou uma rápida diminuição da carga viral com 

conversão de cultura viral de positiva para negativa analisadas por PCR e ausência de sinais 

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

 

2.1.2 Citocina anti-inflamatória  

 

A citocina IL-10 é classificada como anti-inflamatória, e uma produção inadequada dela 

pode levar a uma inflamação descontrolada em infecções virais. Em pacientes críticos com 

COVID-19 que não sobreviveram, foi observada uma produção deficiente de IL-10 por células 

T reguladoras (Tregs) mensurada na secreção pulmonar, comparados aos que sobreviveram 

(Goncalves-Pereira, Santiago et al., 2023). Em contraste, a produção de IL-10 por Tregs 

plasmáticas foi maior em pacientes que evoluíram ao óbito (Goncalves-Pereira, Santiago et al., 
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2023), dado coerente com outros achados da literatura que indicam que os níveis plasmáticos 

de IL-10 são maiores em pacientes graves em comparação com pacientes não graves (Chang, 

Bai et al., 2022). Em uma revisão sistemática com metanálise, que incluiu 77 artigos e analisou 

13.986 pacientes, os níveis plasmáticos de IL-10, dentre outras citocinas, foram mais elevados 

em casos graves de COVID-19 (Hu, Pan et al., 2022). Especula-se que o aumento dos níveis de 

IL-10 no plasma de pacientes graves pode ser uma tentativa de regulação da reposta 

inflamatória descontrolada. De fato, a IL-10 parece ter um papel protetor, pois, enquanto uma 

produção inadequada pulmonar de IL-10 pode culminar no óbito (Goncalves-Pereira, Santiago 

et al., 2023), níveis plasmáticos aumentados de IL-10 estão associados a pacientes que se 

recuperaram da COVID-19 sem sequelas (Queiroz, Neves et al., 2022).  

Recentes avanços de investigação sugerem que a IL-10 desempenha um papel crucial na 

patogênese da COVID-19 devido à sua natureza anti-inflamatória. Isso significa que a IL-10 

pode ser uma ferramenta eficaz para atenuar a reposta inflamatória, especialmente em casos em 

que os níveis séricos de citocinas pró-inflamatórias IL-6, IL-1β, IL-1α e TNF são altos. Além 

disso, uma deficiência específica no compartimento imunomodulador está relacionada à 

inflamação pulmonar e sistêmica anormal (Balzanelli, Distratis et al., 2022). Portanto, a IL-10 

é apontada como uma citocina que desempenha um papel crucial na adequada resolução da 

COVID-19 (Hu, Pan et al., 2022). 

 

2.2 QUIMIOCINAS 

 

As quimiocinas, ou citocinas quimiotáticas, constituem uma grande família de pequenas 

citocinas que possuem baixo peso molecular, variando de 7 a 15kDa (Palomino e Marti, 2015). 

Suas atividades biológicas foram mais claramente definidas nos leucócitos, onde as quimiocinas 

coordenam o desenvolvimento, a diferenciação, a distribuição anatômica, o tráfego e as funções 

efetoras e, assim, regulam as respostas imunes inatas e adaptativas (Murphy, Baggiolini et al., 

2000). 

Algumas quimiocinas são consideradas pró-inflamatórias e sua liberação pode ser 

induzida durante uma resposta imune no local da infecção, enquanto outras são consideradas 

homeostáticas e estão envolvidas no controle da migração celular durante o desenvolvimento 

ou manutenção tecidual (Palomino e Marti, 2015).  

As quimiocinas são classificadas em quatro subfamílias com base no arranjo dos dois 

resíduos de cisteína N-terminal: CC, CXC, CX3C e XC (Zlotnik e Yoshie, 2012). As duas 

principais subfamílias são a CC, em que as cisteínas são diretamente justapostas, e a CXC, que 
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possui um único aminoácido variável entre as cisteínas. Na subfamília CX3C há três 

aminoácidos entre as duas cisteínas, enquanto na XC não há a primeira e a terceira cisteínas do 

motivo N-terminal (Hughes e Nibbs, 2018). Já seus receptores são denominados de acordo com 

suas subfamílias. Por exemplo, os nomes dos receptores das CC e CXC consistem na raízes 

CCR e CXCR, respectivamente, seguidos por um número (Murphy, Baggiolini et al., 2000). 

As quimiocinas CC estimulam principalmente monócitos, mas também agem 

quimiotaticamente em basófilos, eosinófilos, linfócitos T e células natural killer (NK), enquanto 

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

 

2.2.1 Quimiocinas inflamatórias e homeostáticas 

 

De forma geral, as quimiocinas CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL11, CCL13, CXCL1, 

CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL7, CXCL8 e CXCL10 são classificadas como 

inflamatórias, pois sua liberação é induzida durante respostas imunológicas inflamatórias no 

local da infecção, ao passo que as CCL18, CCL19, CCL21, CCL25, CCL27, CXCL12 e 

CXCL13 são classificadas como homeostáticas, uma vez que atuam na migração celular 

durante o desenvolvimento ou reparo do tecido (Le, Zhou et al., 2004).  

Em uma infecção respiratória viral, as quimiocinas estimulam a migração e o 

recrutamento de células imunes; assim as quimiocinas pró-inflamatórias têm um papel 

importante na depuração viral em infecções respiratórias virais, pois estimulam a migração e o 

recrutamento de células imunes para o local da infecção (Clementi, Ghosh et al., 2021). No 

entanto, uma produção excessiva de quimiocinas pró-inflamatórias pode contribuir para a 

hiperinflamação 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 

França, que demonstrou que maiores concentrações alveolares e plasmáticas de CXCL10 foi 

independentemente associado a um número maior de dias em ventilação mecânica na infecção 

por SARS-CoV-2 (Blot, Jacquier et al., 2020).  

 

2.3 DESREGULAÇÃO DA RESPOSTA IMUNE NA COVID-19 

 

A desregulação da resposta imune durante uma infecção viral pode resultar em maior 

infiltração de células inflamatórias, aumento da atividade celular com níveis elevados de 

citocinas e quimiocinas e uma inadequada depuração viral. Essa resposta inadequada pode ser 

responsável por lesões teciduais e por complicações da doença (Clementi, Ghosh et al., 2021). 
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2.3.1 Sítio sistêmico 

 

Tem-se observado que as manifestações graves da COVID-19 são diretamente mediadas 

por uma resposta imune inadequada, a qual culmina na SDRA e em outras disfunções orgânicas. 

Isso ocorre devido a uma resposta retardada ou diminuída do IFN do tipo I plasmático à 

regulação positiva sustentada de citocinas pró-inflamatórias plasmáticas e ao atraso na mudança 

da resposta imune inata para a adaptativa (Sette e Crotty, 2021).  

O sistema imunológico inato tem sido apontado como um defensor crítico contra o SARS-

CoV-2 (Li, Wang et al., 2022). Esse sistema funciona como a primeira linha de defesa do 

hospedeiro contra o SARS-CoV-2, limitando a entrada, tradução, replicação 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 infecção, o que não 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 indução plasmática prejudicada de IFNs do tipo I 

e IFN-λ.  Também, os pacientes com COVID-19 expressaram outras citocinas pró-

inflamatórias de forma robusta, como TNF, IL-6, IL-7, IFN-γ, CCL3 e CXCL8 – estas citocinas 

mantiveram-se em altas concentrações 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 persistência de 

níveis elevados de citocinas plasmáticas pró-inflamatórias do sistema imune inato e adaptativo 

após o décimo dia, em comparação com aqueles que apresentaram formas moderadas da 

doença. Após esse período, os pacientes com COVID-19 grave mantiveram produção elevada 

de citocinas pro-inflamatórias do sistema inato, como IFN-α, IFN-λ, IL-1β, IL-12 e IL-18, e 

também IFN-γ, IL-5 e IL-13 do sistema adaptativo, enquanto houve redução dessas citocinas 

nos pacientes com COVID-19 moderada. Esses achados indicam uma diferença na expressão 

de marcadores inflamatórios plasmáticos ao longo da progressão da doença entre pacientes 

moderados e graves de COVID-19 (Lucas, Wong et al., 2020). 

 A desregulação da resposta inflamatória na apresentação grave da COVID-19 pode 

ocorrer devido ao atraso na mudança da resposta inata para a adaptativa, que é caracterizada 
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por uma resposta inata exuberante na fase tardia da doença, resultando em imunopatologia 

significativa (Lowery, Sariol et al., 2021; Sette e Crotty, 2021) (Fig.3). 

 

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 detectáveis no sangue; respostas 

imunes inatas ocorrem localmente durante o curso de uma infecção. "Células T" refere-se a células T CD4 + e 

CD8 + específicas do vírus. "Anticorpos" refere-se a anticorpos neutralizantes específicos do vírus. A seta indica 

um ponto no tempo com diferenças importantes na presença ou ausência de respostas de células T e na magnitude 

da carga viral, comparando (A) e (B).  O período de doença clínica grave de COVID-19 está 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. 

 

A) Infecção por COVID-19 em pacientes não hospitalizados 

B) Infecção por COVID-19 grave ou fatal, pacientes hospitalizados  
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2.3.2 Sítio Pulmonar 

 

No estudo do sítio pulmonar, tem-se relatado uma expressão maior das quimiocinas 

CCL2, CCL3, CCL4 e CXCL10 em pacientes com COVID-19 em comparação com controles 

saudáveis, através de análises transcriptômicas (Xiong, Liu et al., 2020). Assim, umas das 

explicações para a hiperinflamação dos pulmões de pacientes com COVID-19 grave tem sido 

a produção excessiva de quimiocinas nos pulmões (Zaid, Dore et al., 2021). 

Em pacientes com COVID-19 crítico há um aumento na expressão de CCL2 e CCL3 em 

macrófagos, juntamente com o receptor CCR1 quando comparado com a COVID-19 moderada 

(Chua, Lukassen et al., 2020). A ligação de CCL2 ou CCL3 a CCR1, CCR2 ou CCR5 pode 

induzir o recrutamento de monócitos para o parênquima pulmonar com subsequente 

diferenciação em macrófagos inflamatórios. Isso, por sua vez, pode levar ao recrutamento e 

ativação consecutivos de células imunes adicionais, e que, se não devidamente regulado, pode 

provocar danos epiteliais (Chua, Lukassen et al., 2020). A presença de linfócitos T (Grant, 

Morales-Nebreda et al., 2021; Saris, Reijnders et al., 2021) e de neutrófilos (Liao, Liu et al., 

2020; Zaid, Dore et al., 2021; Arifa, Goncalves-Pereira et al., 2023) nos pulmões também tem 

sido observada, assim como a prevalência das quimiocinas CC e CXC que estão associadas a 

influxo de linfócitos e neutrófilos, respectivamente (Zaid, Dore et al., 2021). 

 O perfil transcriptômico em massa e de célula única, realizado nas primeiras 48 horas 

de intubação, observou um enriquecimento de linfócitos T CD4+ e CD8+, além de monócitos 

no espaço alveolar em pacientes com pneumonia por SARS-CoV-2 em relação à pneumonia 

secundária a outros patógenos.  As células T produzem IFNγ, o qual ativa macrófagos 

alveolares, que, por sua vez, produzem citocinas inflamatórias e promovem ainda mais a 

ativação dos linfócitos T (Grant, Morales-Nebreda et al., 2021).          

As células T CD4+ têm 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+ específicas de vírus 

comumente se diferenciam em células Th1, que têm atividades antivirais através da produção 

de IFNγ, e citocinas relacionadas, enquanto, as células T CD8+ são críticas para a eliminação 

de muitas infecções virais, devido à sua capacidade de identificar e matar células infectadas 

(Sette e Crotty, 2021).   

 Já os neutrófilos são células imunes que fagocitam partículas virais e corpos apoptóticos 

de células moribundas que contêm partículas virais e intermediários de replicação. Os 

neutrófilos liberam grânulos contendo enzimas citotóxicas e espécies reativas de oxigênio 
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(ROS) para inativar ou eliminar os patógenos, incluindo vírus. Além disso, os neutrófilos 

ativados formam e liberam armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs), compostas de 

cromatina descondensada e histonas, que incapacitam biofisicamente os vírus e evitam a 

disseminação viral (Clementi, Ghosh et al., 2021).  

A quimiocina-chave, que atua como um mediador do tráfico de neutrófilos, é a CXCL8 

(Khalil, Elemam et al., 2021). Os neutrófilos têm um papel importante no sítio pulmonar, e a 

redução dessas células está 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 

neutrófilos está associado a uma liberação excessiva de NETs no parênquima pulmonar, o que 

pode causar danos no sistema respiratório de pacientes com COVID-19 (Veras, Pontelli et al., 

2020). 

 

2.4 PERFIL INFLAMATÓRIO SISTÊMICO VERSUS PULMONAR  

  

Numa revisão sobre resposta imune viral descrita em 2012, os autores descrevem que 

aparentemente o sangue periférico não reflete uma imagem precisa do perfil de citocinas 

pulmonares, local inicial da infecção viral (Tisoncik, Korth et al., 2012). Nos últimos três anos, 

alguns pesquisadores procuraram entender melhor o perfil inflamatório pulmonar e sistêmico 

na COVID-19. Num estudo sobre a inflamação pulmonar e sua relação com a resposta 

inflamatória sistêmica, foram comparados os níveis de IL-6 e PCR. Somente a relação dos 

níveis IL-6 plasmática e IL-6 do BAL mostrou uma correlação direta (r = 0,53, p < 0,01) 

(Pandolfi, Fossali et al., 2020).  

Em outro estudo, uma coorte combinada de 13 indivíduos com COVID-19 grave e 4 

indivíduos com influenza grave, CXCL10 foi a única dentre 35 citocinas mensuradas cujos 

níveis se correlacionaram significativamente entre o sangue periférico e o lavado 

broncoalveolar (Reynolds, Vazquez Guillamet et al., 2021). Em estudo marroquino, com 45 

pacientes com COVID-19 grave incluídos, foi observado que mediadores inflamatórios nos 

pulmões diferem daqueles detectados no sangue (Zaid, Dore et al., 2021). 

Em suma, esses estudos com COVID-19 citados acima começaram a apontar para um 

possível perfil de resposta inflamatória diferente entre os sítios pulmonar e sistêmico. No 

entanto, mais pesquisas são necessárias para elucidar melhor como se comporta a resposta 

imune nesses dois locais.   
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3. JUSTIFICATIVA 

 

 A evolução da COVID-19 para um estado crítico e fatal tem sido associada a padrões 

alterados de citocinas. Relatos recentes apontam para processos inflamatórios distintos nos 

sítios sistêmico e pulmonar, mas estudos que comparam citocinas nesses dois sítios ainda são 

escassos. Além disso, faltam estudos para elucidar eventuais diferenças no comportamento das 

principais citocinas entre pacientes com COVID-19 gravemente enfermos que se recuperam e 

aqueles que falacem, considerando os territórios pulmonar e sistêmico.    

Assim, para melhor elucidar o padrão inflamatório na COVID-19 crítica, desenhamos 

um estudo para analisar o papel modulador de citocinas e quimiocinas no sistema imunológico 

em ambos os sítios, pulmonar e sistêmico, de pacientes com COVID-19 grave, em ventilação 

mecânica invasiva, internados em unidade de terapia intensiva. Adicionalmente, avaliamos a 

associação e correlação do perfil dessas moléculas com características clínicas e laboratoriais 

desses pacientes.
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4. OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

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

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

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

4.2.1. Descrever a casuística dos pacientes incluídos no estudo, utilizando dados demográficos 

e clínicos. 

 

4.2.2. Verificar se existe correlação 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 

têm correlação e associação com dados clínicos/laboratoriais.  

 

4.2.3. Analisar se há diferença entre as citocinas e quimiocinas mensuradas no mini-BAL e no 

sangue periférico entre o grupo que sobreviveu comparado ao que não sobreviveu durante 

internação. 

 

4.2.4. Analisar as citocinas e quimiocinas encontradas no mini-BAL e no sangue periférico em 

relação à capacidade de oxigenação pulmonar medida através da relação PaO2/FiO2 (pressão 

parcial de oxigênio dissolvida no sangue arterial/fração inspirada de oxigênio).  
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 DESENHO DO ESTUDO E LOCAL DE REALIZAÇÃO 

 

Trata-se de estudo de coorte prospectivo, realizado na Unidade de Terapia Intensiva 

(UTI) de Adultos do Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC- 

UFMG). O HC – UFMG é um hospital universitário, público, geral, de grande porte, integrado 

100% ao Sistema Único de Saúde (SUS), com 504 leitos, referência em atendimento de alta 

complexidade no estado de Minas Gerais, localizado na cidade de Belo Horizonte. A UTI de 

adultos é uma unidade mista, com capacidade instalada de 18 leitos, referência para o 

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

 
5.2 SELEÇÃO 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 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO 

 

• Adulto, com 18 anos ou mais; 

• Infecção confirmada por SARS-CoV-2 por RT-PCR; 

• Insuficiência respiratória com requerimento de assistência ventilatória mecânica 

invasiva; 

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

paciente ou pelo representante legal. 

 

5.4 CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO 

 

• Pacientes moribundos (previsão de óbito nas próximas 24 horas); 

• Paciente que foram vacinados contra SARS-CoV-2  

• Pacientes em que o mini-BAL não pode ser coletado dentro dos dois primeiros dias (D1-

2) ou entre o quinto e o oitavo dia (D5-8) após a intubação. 

           Os pacientes foram acompanhados até o desfecho (óbito ou alta hospitalar) e 



34 

 
classificados, para fins de análise estatística, em dois grupos: os que sobreviveram e os que não 

sobreviveram durante a internação hospitalar.  

 

5.5 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

 

O estudo foi conduzido em conformidade com os princípios da Declaração de Helsinque 

e as Diretrizes e Normas Reguladoras de Pesquisa envolvendo Seres Humanos (Resolução 

466/12 do Conselho Nacional de Saúde – CNS) e foi aprovado pela Comissão Nacional de Ética 

em Pesquisa (CONEP), CAAE: 30437020.9.0000.5149 (ANEXO A). 

 Esta pesquisa não interferiu na assistência dos pacientes. A decisão sobre estratégias 

propedêuticas e terapêuticas específicas seguiu exclusivamente determinações da equipe 

assistencial responsável pelos pacientes durante a estada na UTI, seguindo protocolos clínicos 

institucionais. 

 A confidencialidade dos dados dos participantes foi assegurada durante toda a pesquisa. 

Os dados gerados pelo estudo estão disponíveis para inspeção, mediante solicitação, para 

representantes das agências reguladoras, autoridades nacionais e locais de saúde e CONEP. 

Os pesquisadores obtiveram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) por 

escrito de todos os sujeitos da pesquisa, assinados por eles próprios ou por um responsável 

legal, quando os primeiros não estavam em condições de discernimento adequadas ou sedados 

(Apêndice 1 e Apêndice 2). Os sujeitos da pesquisa ou seus responsáveis legais receberam 

esclarecimento abrangente a respeito dos objetivos, potenciais riscos e benefícios da 

participação na pesquisa, tiveram a oportunidade de fazer perguntas em relação ao estudo e 

tiveram tempo adequado para considerar sua decisão de participar ou não da pesquisa. O TCLE 

foi assinado e datado em duas vias, uma via do termo foi entregue ao sujeito da pesquisa ou seu 

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

 

5.6 COLETA DOS DADOS DEMOGRÁFICOS, CLÍNICOS E TOMOGRÁFICOS 

 

Os dados demográficos e clínicos foram coletados em prontuários eletrônicos MVPEP 

SIG SS versão 2.8.0 (MVPEP-PRONTUÁRIO ELETRÔNICO DO PACIENTE, [s. d.]) e 

AGHU versão 6.9.0 (APLICATIVO DE GESTÃO PARA HOSPITAIS UNIVERSITÁRIOS). 

Os dados dos exames laboratoriais foram coletados no sistema Matrix Net (LABORATÓRIO 

DE ANÁLISES CLÍNICAS HC-UFMG, [s. d.]), enquanto os dados das tomografias 
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computadorizadas de tórax com seus respetivos laudos médicos foram coletados no sistema 

eletrônico Vivaceconnect (MV SISTEMAS DE MEDICINA DIAGNÓSTICA LTDA). Esses 

dados foram coletados e transferidos para a plataforma digital REDCap®, que é um software 

de uso gratuito, disponibilizado pela Universidade Vanderbilt a instituições interessadas em 

pesquisa, mediante cadastramento prévio. 

As informações coletadas foram realizadas de forma prospectiva e incluíram dados 

demográficos (idade e sexo); comorbidades: hipertensão arterial sistêmica (HAS), diabete 

melito (DM), doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC), asma, doenças cardiovasculares, 

doença renal crônica dialítica, neoplasias em atividade, história de transplante, obesidade e 

outras comorbidades; dados clínicos: porcentagem de acometimento pulmonar em vidro fosco 

observados na tomografia de tórax e a relação PaO2/FiO2; dados laboratoriais: leucócitos, 

neutrófilos, linfócitos, plaquetas, proteína C reativa (PCR), lactato, creatinina, bilirrubina; 

escores de gravidade clínica: 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 informações relativas ao uso de antibióticos, de dexametasona, 

vasopressores e inotrópicos; evolução com lesão renal aguda durante o período de internação; 

tempo de internação em UTI e estadia hospitalar. Os pacientes foram acompanhados até o óbito 

ou alta hospitalar.  

 

5.7 COLETA E PROCESSAMENTO DE MATERIAL BIOLÓGICO  

 

Amostras de sangue periférico e secreção pulmonar (mini-BAL) foram coletadas no 

mesmo dia em dois momentos do seguimento dos pacientes:  

- Primeira coleta: primeiras 48 horas após a intubação, ou seja, nos dois primeiros dias 

(D1-2) após instituição de ventilação mecânica; 

- Segunda coleta: entre o quinto e o oitavo dia (D5-8) após a intubação.  

 

As amostras foram devidamente acondicionadas e transportadas em temperatura 

ambiente para o Laboratório de Imunoparasitologia do Instituto de Ciências Biológicas da 

UFMG, onde foram realizados o processamento inicial e o armazenamento dessas amostras. 

 Foram coletados 5ml de sangue periférico em tubos coletores a vácuo com heparina em 

cada amostra. Quando não puderam ser transportadas imediatamente, as amostras de sangue 

foram mantidas a 4ºC 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 centrifugação utilizando 

Ficoll Hipaque (SIGMA). O plasma foi recolhido, devidamente identificado e armazenado, em 

freezer a -80ºC, para posterior análise 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 secreção pulmonar foram coletadas através da técnica do mini-lavado 

broncoalveolar (mini-BAL) (Kollef, Bock et al., 1995) com modificação, usando um volume 

menor (Erden, Basaranoglu et al., 2003) e um sistema de aspiração traqueal fechado, para se 

adequar às precauções de transmissão do SARS-CoV-2. Assim, foram instilados 10 ml de soro 

fisiológico estéril na traqueia/brônquio direito e imediatamente realizada a aspiração e 

dispensação em um frasco coletor de secreção estéril. O processamento da secreção pulmonar 

foi realizado dentro de duas horas após a coleta. Para a separação do sobrenadante e das células 

foi utilizado o método descrito por Pizzichini et al. (1996), que consiste em diluir duas vezes a 

amostra de secreção pulmonar  em tampão 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 

colocá-la novamente no vortex por 15s (Pizzichini, Pizzichini et al., 1996). Em seguida, as 

amostras foram diluídas 4x em PBS 1x e submetidas a centrifugação a 200g por 10 min. Por 

fim, o sobrenadante foi coletado e armazenado, em freezer a -80°C, para posterior análise das 

citocinas e quimiocinas. 

 

5.8 DOSAGEM DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS  

 

A quantificação dos níveis plasmáticos e no sobrenadante da secreção pulmonar de 

CCL2, CCL4, CXCL8, IL-1β, 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-γ 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 instruções do fabricante. As amostras foram analisadas 

através do Bio-Plex™ 200 System (Bio-Rad) utilizando o software Bio-Plex Manager™ versão 

6.1 (Bio-Rad) no Laboratório Professor Lineu Freire Maia da Faculdade de Medicina da 

UFMG. 

 A citocina IL-7 não foi detectável em nenhuma amostra. CCL5 foi detectável em apenas 

42% do total das amostras e apenas em 31% do sobrenadante da secreção pulmonar. Assim, 

essas citocinas foram excluídas das análises devido provável erro na leitura do citômetro.  
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5.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA   

 

Para a análise estatística foi utilizado o software GraphPad Prisma versão 9.5.0. Os 

dados foram descritos na forma de proporção para as variáveis categóricas, enquanto para as 

variáveis contínuas utilizaram-se mediana e primeiro e terceiro quartil (Q1-Q3) devido a sua 

distribuição não paramétrica. Esse padrão de distribuição foi definido pela análise do padrão 

visual dos gráficos e pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk. As características dos 

pacientes, variáveis categóricas, foram analisadas através do teste exato de Fisher, enquanto 

para as variáveis contínuas, pelo teste de Mann-Whitney. Para as análises de correlações 

utilizou-se o teste não paramétrico de Spearman R. Valores outliers foram analisados usando o 

método de ROUT (Q = 1%) e retirados das análises. 

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

 

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

submetido para publicação.
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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-γ, 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-γ and IL-5 were associated with worse lung function, as measured by the PaO2/FiO2 

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, CCL3, 

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-19. 

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-19.  

 

 

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 

Clínicas 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.  
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 Abbreviations: AKI, acute kidney injury; APACHE II, Acute Physiology and Chronic Health Evaluation II; 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; PaO2/FiO2, 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 

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 II (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)

PaO2/FiO2 - 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 (11.1)

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 (11.1)

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
2
)) - 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/µl - median (Q1-Q3) 10.5 (7.1-14) 11.1 (6.7-13.6) 10.4 (6.6-15.1)

Neutrophil x 10³/µl - median (Q1-Q3) 8.7 (6.6-13) 8.6 (5.6-12.2) 8.9 (6.3-14) 

Lymphocyte x 10³/µl - median (Q1-Q3) 0.6 (0.4-0.8) 0.7 (0.6-0.8) 0.5 (0.2-0.9)

Platelet x 10³/µl- median (Q1-Q3) 189 (145-450) 199 (155-285) 183 (123-219)

CRP mg/l - median (Q1-Q3) 180 (69.9-229.5) 160.2 (57.6-254.4) 190.4 (141.5-227.7)

Lactate mmol/l - median (Q1-Q3) 1.6 (1.4-4.8) 1.5 (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)

Table 1:  Main characteristics of the patients included in the study` 
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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. 

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‐γ, interferon γ; IL, interleukin; SOFA, Sequential Organ Failure Assessment; PaO
2
/FiO

2
, 

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 (PaO2 /FiO2), 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-1β (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-1β (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 IL-10 (r = 0.50, 

p = 0.01), and PaO2/FiO2 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-γ (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-1β (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
2
/FiO

2
) 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, PaO2/FiO2 and SOFA. Mini-BAL and plasma cytokine levels 

were correlated to CRP (mg/l, n = 28), lymphocytes count (10³/µl, n = 28), PaO2/FiO2 (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 CXCL8 (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-γ (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-1β, 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. 

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/FiO2 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 PaO2/FiO2 ratio, 

was associated with either lung or systemic inflammation. The PaO2/FiO2 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/FiO2 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 

CXCL8 levels in the lungs (Figure 4). On the other hand, patients with worse pulmonary function 

with a PaO2/FiO2 lower than 150mmHg on D1-2 presented increased levels of inflammatory 

cytokines such as IFN- 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 

PaO2/FiO2 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
2
/FiO

2
 < 150mmHg. Cytokines/chemokines measured in mini 

bronchoalveolar lavage (mini-BAL) and plasma when the PaO
2
/FiO

2
 (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-γ, 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/FiO2 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-γ and IL-5 were 

also associated with PaO2/FiO2 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 CXCL8 in the lungs were associated with a PaO2/FiO2 ratio 
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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 Clínicas 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 
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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 -80ºC until 

analysis of cytokines and chemokines, and cells were used in different studies (Gonçalves-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, CXCL8, IL-1β, 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-γ 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). 
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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. 

 

 
 

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‐γ, 

interferon γ; IL, interleukin; SOFA, Sequential Organ Failure Assessment; PaO2/FiO2, arterial oxygen partial pressure/ fractional inspired oxygen; TNF, tumor 

necrosis factor. 

 

  

p/r CCL2 CCL3 CCL4 CXCL8 CXCL10 TNF IL-1β IL-6 IL-12 G-CSF GM-CSF IFN-γ IL-4 IL-5 IL-13 IL-17 IL-2 IL-10 SOFA CRP lactate leukocyte neutrophil lymphocyte platet creatinine bilirubin PaO2/FiO2

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 0.71 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

CCL4 0.00 0.00 1 0.73 0.59 0.90 0.73 0.66 0.83 0.83 0.78 0.90 0.87 0.58 0.70 0.90 0.84 0.61 -0.02 -0.41 -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 0.71 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 0.13 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 0.81 0.82 0.78 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-1β 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 0.78 0.69 0.69 0.39 0.63 0.75 0.71 0.68 0.02 -0.14 -0.14 -0.08 -0.11 0.29 -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 0.71 0.73 0.41 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 0.53 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 0.41 0.01 0.17 0.02 0.15

IFN-γ 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 0.43 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 0.31 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

IL-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 0.33 -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 0.21 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 0.41 -0.37

lactate 0.43 0.59 0.50 0.92 0.97 0.47 0.50 0.46 0.48 0.21 0.73 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 0.11 -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 0.41 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 0.31 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 0.71 0.98 0.92 0.89 0.73 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 0.73 0.86 0.13 0.98 0.03 0.00 0.55 0.80 0.71 0.77 0.07 1 -0.20

PaO2/FiO2 0.94 0.38 0.23 0.10 0.57 0.16 0.07 0.94 0.08 0.10 0.43 0.40 0.30 0.88 0.17 0.22 0.32 0.72 0.25 0.05 0.77 0.47 0.71 0.69 0.50 0.85 0.31 1
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Table S2: Correlation between cytokines and chemokines measured in plasma and clinical/laboratory data on days 1-2. 

 
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‐γ, 

interferon γ; IL, interleukin; SOFA, Sequential Organ Failure Assessment; PaO2/FiO2, arterial oxygen partial pressure/ fractional inspired oxygen; TNF, tumor 

necrosis factor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

p/r CCL2 CCL3 CCL4 CXCL8 CXCL10 TNF IL-1β IL-6 IL-12 G-CSF GM-CSF IFN-γ IL-4 IL-5 IL-13 IL-17 IL-2 IL-10 SOFA CRP lactate leukocyte neutrophil lymphocyte platet creatinine bilirubin PaO2/FiO2

CCL2 1 0.26 0.27 0.65 0.51 0.53 0.57 0.63 0.51 0.53 0.63 0.71 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 0.17 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 0.73 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 0.43 0.51 -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-1β 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-γ 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 0.13 -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 0.11 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

IL-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 0.77 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 0.55 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 0.31 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 0.41 -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 0.13 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 0.31 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 0.77 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 0.17 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 0.43 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

PaO2/FiO2 0.05 0.17 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
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Table S3: Correlation between cytokines and chemokines measured in mini-BAL and clinical/laboratory data on days 5-8. 

 

 
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‐γ, 

interferon γ; IL, interleukin; SOFA, Sequential Organ Failure Assessment; PaO2/FiO2, arterial oxygen partial pressure/ fractional inspired oxygen; TNF, tumor 

necrosis factor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

p/r CCL2 CCL3 CCL4 CXCL8 CXCL10 TNF IL-1β IL-6 IL-12 G-CSF GM-CSF IFN-γ IL-4 IL-5 IL-13 IL-17 IL-2 IL-10 SOFA CRP lactate leukocyte neutrophil lymphocyte platet creatinine bilirubin PaO2/FiO2

CCL2 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 0.41 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

CCL4 0.18 0.06 1 0.57 -0.06 0.61 0.33 0.26 0.52 0.26 0.24 0.30 0.36 0.37 0.52 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 0.13 0.58 0.27 0.59 0.65 0.43 0.37 0.44 0.42 0.56 0.71 0.62 0.45 0.41 -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 0.13 -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-1β 0.14 0.10 0.09 0.18 0.69 0.00 1 0.45 0.37 0.54 0.66 0.75 0.77 0.42 0.43 0.54 0.75 0.41 -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-γ 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 0.57 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

IL-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 0.13 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 0.51 0.48 0.86 0.24 0.55 0.25 0.42 0.74 0.66 0.51 0.48 0.75 0.64 0.63 1 0.97 0.54 0.17 0.05 0.13 0.29

neutrophil 0.89 0.19 0.16 0.05 0.17 0.70 0.20 0.34 0.28 0.79 0.47 0.87 0.52 0.22 0.51 0.94 0.83 0.31 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 0.43 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 0.71 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

PaO2/FiO2 0.26 0.18 0.16 0.88 0.83 0.78 0.04 0.42 0.29 0.27 0.71 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
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Table S4: Correlation between cytokines and chemokines measured in plasma and clinical/laboratory data on days 5-8. 

 

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‐γ, 

interferon γ; IL, interleukin; SOFA, Sequential Organ Failure Assessment; PaO2/FiO2, arterial oxygen partial pressure/ fractional inspired oxygen; TNF, tumor 

necrosis factor. 

 
 

p/r CCL2 CCL3 CCL4 CXCL8 CXCL10 TNF IL-1β IL-6 IL-12 G-CSF GM-CSF IFN-γ IL-4 IL-5 IL-13 IL-17 IL-2 IL-10 SOFA CRP lactate leukocyte neutrophil lymphocyte platet creatinine bilirubin PaO2/FiO2

CCL2 1 0.27 0.42 0.41 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 0.11 -0.16 0.10 0.05 0.03 -0.05 0.08 0.23 0.11 0.40

CCL4 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 0.41 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-1β 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 0.71 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-γ 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 0.31 -0.07 -0.04 0.02 -0.17 -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 0.51 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 0.91 0.41 0.42 0.91 0.13 0.81 0.86 0.12 1 -0.41 0.10 0.09 -0.22 0.13 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 0.93 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 0.75 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 0.43 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 0.33 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 0.73 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

PaO2/FiO2 0.42 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
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CONSIDERAÇÕES ADICIONAIS 

 

A pesquisa realizada não se limitou apenas ao manuscrito apresentado acima, uma vez 

que a coleta de amostras de mini-BAL, sangue periférico, dados clínicos e laboratoriais, bem 

como a análise da mecânica respiratória, possibilitaram outras investigações adicionais. 

Essa dissertação tem como foco principal a produção do artigo intitulado “Compartmentalized 

regulation of pulmonary and systemic inflammation in critical COVID-19 patients”.  

Estudos sobre as células T reguladoras e os neutrófilos nos sítios pulmonares e 

sistêmicos resultaram na publicação dos seguintes artigos:  

- Gonçalves-Pereira MH*, Santiago L*, Ravetti CG, Vassallo PF, de Andrade MVM, 

Vieira MS, de Fátima 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*, Gonçalves-Pereira MH*, Santiago L, Ravetti CG, Vassallo PF, de Fátima 

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 estão em andamento análises sobre linfócitos imune inatos e 

monócitos, além da mecânica pulmonar na COVID-19 com base nos dados coletados. A 

colaboração com outros pesquisadores foi fundamental para ampliar a pesquisa e o 

entendimento sobre o SARS-CoV-2, permitindo a produção de conhecimento que possibilite 

um melhor manejo da COVID-19. 
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APÊNDICE 1  

 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO/Participante 

 

Você está sendo convidado pelos pesquisadores Dr. Vandack Alencar Nobre Jr e 

Dra. Cecilia Gomez Ravetti para participar de uma pesquisa sobre o coronavírus. A 

pesquisa se chama “Características epidemiológicas, clínicas, imagenológicas e 

laboratoriais de pacientes com infecção por COVID-19 admitidos no Hospital das Clínicas 

da Universidade Federal de Minas Gerais”. 

A participação nesse estudo é voluntária e você tem o direito de recusar sem qualquer 

prejuízo ao seu tratamento nesta instituição. Após ler este termo ou ele ter sido explicado 

para você, sinta-se à vontade para perguntar e tirar todas as dúvidas que você tiver. 

Como todos têm acompanhado, em dezembro de 2019 houve infecção de um grupo 

de pessoas na China causado por um novo tipo de coronavírus, o SARS-CoV-2 (o causador 

da COVID-19). Em aproximadamente 5% dos casos, a infecção respiratória se torna grave, 

com necessidade de internação em terapia intensiva e necessidade de algum tipo de suporte 

ventilatório, e a mortalidade até o momento foi de 3,7%, acometendo principalmente 

pacientes idosos com outras doenças. Para melhorar o atendimento, precisamos entender 

como esse vírus adoece a população brasileira. Para isso, pretendemos investigar como os 

pacientes com coronavírus estão adoecendo, quais são as implicações na sua saúde e nos 

seus exames e como o sistema imunológico está combatendo a infecção. 

Se você aceitar participar, iremos coletar amostras de sangue e, caso você precise de 

ajuda de um aparelho para respirar, vamos coletar amostras aspiradas do seu pulmão. 

Também iremos fazer vários exames para entender as alterações do seu corpo diante da 

infecção e vamos fazer exames de ultrassom e analisar os dados clínicos da sua papeleta. 

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

nosso interesse principal é o restabelecimento completo da sua saúde. Os exames e coletas 

adicionais propostos nesse projeto são de baixo risco e não irão interferir na capacidade do 

seu corpo em combater o vírus. Por exemplo, o ultrassom é uma ferramenta que não traz  

 

Rúbrica participante __________                             Rúbrica do Pesquisador_______________                               
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nenhum prejuízo para o paciente, já que não é invasivo e não emite radiação, à diferença 

de outros métodos de imagem. O exame será realizado em menos de 15 minutos, sem 

necessidade de transporte. Da mesma forma, a pesquisa realizará procedimentos simples 

de coleta de sangue na veia do braço do Sr./ da Sra. por 5 dias (5 ml de sangue por dia), 

juntamente com a coleta de sangue da manhã 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 punção que será 

utilizada para exames de rotina. Caso você precise de CTI, além das coletas de sangue, 

vamos também coletar aspirado do seu pulmão para avaliar como o sistema imunológico 

está combatendo o vírus direto no pulmão. O aspirado pulmonar é um procedimento de 

rotina em pacientes com suporte ventilatório em CTI e não será realizado apenas para o 

propósito dessa pesquisa, apenas vamos guardar o aspirado feito rotineiramente e estudá-

lo. 

Você tem o direito de retirar a autorização (ou consentimento) para essa pesquisa a 

qualquer momento sem sofrer qualquer alteração no seu atendimento ou tratamento neste 

hospital; basta comunicar a equipe da pesquisa. Você não irá se beneficiar diretamente ao 

participar desse estudo, mas contribuirá para que a COVID-19 seja melhor entendida, 

ajudando a equipe da pesquisa a desenvolver novos exames e estratégias para lidar com 

essa doença. O (A) Sr. (Sra.) não terá qualquer tipo de despesa para participar da pesquisa 

e não receberá remuneração por sua participação. No caso de algum dano, nossa equipe 

assumirá toda responsabilidade e ressarcimentos cabíveis. Caso receba alta, a coleta não 

será mais necessária para a pesquisa e sua participação estará encerrada. 

Gostaríamos ainda de informar que os pesquisadores assumem o dever de dar 

assistência aos participantes da pesquisa para problemas relacionados aos procedimentos 

citados acima ou mesmo para quaisquer outros problemas da saúde apresentados durante a 

pesquisa. Os registros (informações dos pacientes) serão mantidos de forma confidencial 

com códigos de identificação de acesso limitado, e o nome do paciente não será 

mencionado em nenhum momento. 
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Consentimento: 

 

              Eu  entendi o que me foi 

proposto e tive oportunidade de esclarecer minhas dúvidas. Concordo em participar da 

pesquisa sobre COVID-19. Estou ciente dos riscos e dos benefícios da minha participação. 

Estou ciente de que os resultados serão publicados somente em conjunto, não permitindo 

a minha identificação individual. Estou ciente de que posso retirar minha participação a 

qualquer momento sem prejuízo 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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APÊNDICE 2  

 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO/Responsável 

 

Você está sendo convidado a autorizar a participação de um ente querido numa 

pesquisa sobre coronavírus pelos pesquisadores Dr. Vandack Alencar Nobre Jr e Dra. 

Cecília Gomez Ravetti. A pesquisa se chama “Características epidemiológicas, clínicas, 

imagenológicas e laboratoriais de pacientes com infecção por COVID-19 admitidos no 

Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Minas Gerais.” 

A participação do seu ente querido nesse estudo é voluntária e você tem o direito de 

recusar sem qualquer prejuízo ao tratamento dele (a) nesta instituição. Após ler este termo, 

ou ele ter sido explicado para você, sinta-se à vontade para perguntar e tirar todas as 

dúvidas que você tiver. 

Como todos têm acompanhado, em dezembro de 2019 houve infecção de um grupo 

de pessoas na China causado por um novo tipo de coronavírus, o SARS-CoV-2 (o causador 

da COVID-19). Em aproximadamente 5% dos casos, a infecção respiratória se torna grave, 

com necessidade de internação em terapia intensiva e necessidade de algum tipo de suporte 

ventilatório, e a mortalidade até o momento foi de 3,7%, acometendo principalmente 

pacientes idosos com outras doenças. Para melhorar o atendimento, precisamos entender 

como esse vírus adoece a população brasileira. Para isso, pretendemos investigar como os 

pacientes com coronavírus estão adoecendo, quais são as implicações na sua saúde e nos 

seus exames e como o sistema imunológico está combatendo a infecção. 

Se você aceitar que estudemos a doença 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 pulmão também. Iremos fazer vários exames para entender as 

alterações do seu corpo diante da infecção e vamos fazer exames de ultrassom e analisar 

os dados clínicos da sua papeleta. 

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

nosso interesse principal é o restabelecimento da saúde do seu ente querido. Os exames e  
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coletas adicionais propostos nesse projeto são de baixo risco e não irão interferir na 

capacidade do seu corpo em combater o vírus. Por exemplo, o ultrassom é uma ferramenta 

que não traz nenhum prejuízo para o paciente, já que não é invasivo e não emite radiação, 

à diferença de outros métodos de imagem. O exame será realizado em menos de 15 minutos 

sem necessidade de transporte. Da mesma forma, a pesquisa realizará procedimentos 

simples de coleta de sangue na veia do braço por 5 dias (5 ml, ou uma colherinha de chá, 

de sangue por dia), juntamente com a coleta de sangue da manhã, e de 15 ml (ou três 

colheres de chá) nos dias 0 (hoje), 3 e 7. A coleta de sangue pode causar hematoma no 

local, mas vamos utilizar a mesma punção que será utilizada para exames de rotina. Caso 

ele(a) precise de CTI, além das coletas de sangue, vamos também coletar aspirado do 

pulmão para avaliar como o sistema imunológico está combatendo o vírus direto no 

pulmão. O aspirado pulmonar é um procedimento de rotina em pacientes com suporte 

ventilatório em CTI e não será realizado apenas para o propósito dessa pesquisa, apenas 

vamos guardar o aspirado feito rotineiramente e estudá-lo. 

Você tem o direito de retirar essa autorização (ou consentimento) a qualquer 

momento sem que seu ente querido sofra qualquer alteração no atendimento ou tratamento 

neste hospital; basta comunicar a equipe da pesquisa. É importante informar que seu ente 

querido não irá se beneficiar diretamente ao participar desse estudo, mas contribuirá para 

que a COVID-19 seja melhor entendida, ajudando a equipe da pesquisa a desenvolver 

novos exames e estratégias para lidar com essa doença. O (A) Sr (Sra.), nem seu ente 

querido, terão qualquer tipo de despesa para participar da pesquisa e não receberão 

remuneração pela participação. No caso de algum dano, nossa equipe assumirá toda 

responsabilidade e ressarcimentos cabíveis. Caso receba alta, a coleta não será mais 

necessária para a pesquisa e a participação dele(a) estará encerrada. 

Garantimos que os registros (informações dos pacientes) serão mantidos de forma 

confidencial com códigos de identificação de acesso limitado, e o nome do paciente não 

será mencionado em nenhum momento. 
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Este Termo deverá ser assinado em duas vias, sendo uma para você, como 

representante legal do participante, e outra para os pesquisadores. 

Se você tiver alguma dúvida sobre a pesquisa, pode entrar em contato direto com 

os pesquisadores responsáveis: 

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

vandack@gmail.com  

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

 

Av. Alfredo Balena, 190 – Departamento de Clínica Médica da Faculdade de Medicina 

da UFMG – Santa Efigênia – Belo Horizonte, MG – Brasil – CEP 30130-100 

 

 

Se você tiver dúvidas éticas, pode consultar o Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG: 

Telefax (31) 3409- 4592. Av. Antônio Carlos, 6627 – Unidade Administrativa II – 2º 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 dúvidas. Concordo em participar da 

pesquisa sobre COVID-19. Estou ciente dos riscos e dos benefícios da minha participação. 

Estou ciente de que os resultados serão publicados somente em conjunto, não permitindo 

a minha identificação individual. Estou ciente que posso retirar minha participação a 

qualquer momento sem prejuízo 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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