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RESUMO

No presente estudo, mediadores imunolégicos solliveis no soro e aspirado
traqueal foram quantificados em pacientes com COVID-19 grave em momentos
distintos (DO, D2-6, D7, D8-13 e D> 14) ap6s admissdo na Unidade de Terapia
Intensiva (UTI). O perfil e a cinética de mediadores solGveis no soro e aspirado
traqueal de pacientes com COVID-19 foi igualmente associado ao desfecho da
infeccdo. Para tal, foram avaliados biomarcadores imunoldgicos incluindo:
guimiocinas, citocinas pro-inflamatorias/reguladoras e fatores de crescimento celular,
utilizando ensaio multiplex com microesferas de captura (27-plex). Uma tempestade
de mediadores solUveis sistémicos e das vias aéreas foi observada em pacientes com
COVID-19 grave. Um perfil modulado foi observado em amostras de aspirado
traqueal, indicando que os microambientes sistémico e local divergem em seu meio
inflamatorio. Enquanto uma distribuicdo bimodal foi observada nas amostras de soro,
um pico unimodal em torno de D7 foi encontrado para a maioria dos mediadores em
amostras de aspirado traqueal. Ferramentas de biologia de sistemas demonstraram
ainda que a COVID-19 exibe redes de mediadores solUveis excéntricos distintos em
comparacao com 0s controles, com perfis opostos no soro e aspirado traqueal.
Independentemente do microambiente sistémico ou compartimentalizado, redes de
pacientes que evoluem para 6bito estavam ligadas a um centro pré-inflamatério/rico
em fator de crescimento, altamente integrado. Por outro lado, os pacientes que
evoluiram para alta exibiram redes com arquitetura contendo menor ndimero de
conexdes de vizinhanca e clusters de citocinas inflamatérias e reguladoras. Em suma,
esta investigacdo com tamanho de amostra robusto conseguiu retratar de maneira
abrangente as divergéncias sistémicas e locais compostas por respostas imunes
distintas mediadas pelo SARS-CoV-2 na fase recente da COVID-19 grave.
Acreditamos que o0s conhecimentos gerados pelo presente trabalho trazem
contribuicdo significativa para fundamentar estratégias de manejo clinico bem como

selecédo de imunobiolégicos para tratamento de COVID-19.

Palavras-chave: COVID, citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento,

biomarcadores prognosticos.



ABSTRACT

In the present study, soluble immune mediators in serum and tracheal aspirates were
quantified in patients with severe COVID-19 at different time-points (DO, D2-6, D7, D8-
13 and D>14) after admission to the Intensive Care Unit (ICU). The profile and kinetics
of soluble mediators in serum and tracheal aspirates from patients with COVID-19 was
similarly associated with infection outcome. For this, immunological biomarkers were
evaluated, including chemokines, pro-inflammatory/regulatory cytokines and cell
growth factors, using multiplex assay with capture microspheres (27-plex). A massive
storm of soluble systemic and airway mediators has been observed in patients with
severe COVID-19. A modulated profile was observed in tracheal aspirate samples,
indicating that the systemic and local microenvironments diverge in their inflammatory
milieu. While a bimodal distribution was observed in serum samples, a unimodal peak
around D7 was found for most mediators in tracheal aspirate samples. Systems
biology tools further demonstrated that COVID-19 exhibits distinct eccentric soluble
mediator networks compared to controls, with opposing profiles in serum and tracheal
aspirates. Regardless of the systemic or compartmentalized microenvironment,
networks of patients who died were linked to a highly integrated, pro-
inflammatory/growth factor-rich core. On the other hand, patients who progressed to
discharge exhibited networks with architecture containing a smaller number of
neighborhood connections and clusters of inflammatory and regulatory cytokines. In
summary, this investigation with a robust sample size was able to comprehensively
portray the systemic and local divergences driven by distinct SARS-CoV-2-mediated
immune responses in the recent phase of severe COVID-19. All in all, the knowledge
generated by the present work provides a significant contribution to support clinical
management strategies as well as the selection of immunobiologicals for the treatment
of COVID-19.

Key-Words: COVID, cytokines, chemokines, growth factors, prognostic biomarkers,

systemic, airway and immune mediators
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1.1 INTRODUCAO

1.2 SARS-CoV-2

1.2.2 Etiologia e Epidemiologia do SARS-CoV-2

Em 2019, uma nova doenca respiratdria surgiu com sintomas similares aos da
gripe, exigindo atencdo das agéncias de saude publica na provincia de Hubei, na
Republica Popular da China. Posteriormente, apés se alastrar pela provincia e
arredores, a doenca foi denominada como COVID-19, que foi associada a presenca
do virus de RNA, relacionado a sindrome respiratéria aguda grave ao SARS-CoV-2
(OMS, 2020; HUANG C, WANG Y, LI X, REN L, ZHAO J, HU Y, et al.,; Coronaviridae
Study Group of the International Committee on Taxonomy of Viruses, 2020).

A COVID-19 tem como agente etioldogico um virus pertencente a familia
Coronaviridae com 4 géneros, alfa-, beta-, delta- e gammacoronavirus. O SARS-CoV-
2 é um novo membro do género betacoronavirus, causadores da Sindrome de
Dificuldade Respiratdria Aguda por coronavirus (SARS-CoV), Sindrome Respiratéria
do Médio Oriente (MERS-CoV), coronavirus de morcegos, como também outros
identificados nos humanos e em diversas espécies animais (CARMINE CERAOLO,
FEDERICO M GIORGI 2020; Zhou P, Yang XL, Wang XG, et al., 2020).

Nas duas ultimas décadas o SARS-CoV-2 é o terceiro Coronavirus zoonético a
surgir, e em comparacdo com o SARS-CoV (2003) e a sindrome respiratoria do
Oriente Médio MERS-CoV (2012), SARS-CoV-2 mostra um aumento da infectividade
e menor taxa de letalidade. O primeiro coronavirus a causar infecgcdes e mortes ao
redor do mundo foi a Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS) em 2003 na China
e se espalhou para 26 paises com 8.098 casos confirmados e 774 mortes. Em 2012
o virus MERS foi detectado pela primeira vez na Jordania e na Arabia Saudita e até o
inicio de 2018, houve 2.220 casos confirmados e 790 mortes. Dessa forma, de acordo
com um grande estudo realizado pelo Centro Chinés para Controle e Prevencao de
Doencgas (CCDC) em 44.672 individuos, o numero de casos fatais causado pelo novo
coronavirus é de 2,3%, sendo inferior ao SARS (9,5%) e ao MERS (34,4%). Deve-se
levar em consideracédo que esse estudo foi realizado na provincia de Hubei, e por isso,
muitos dos participantes foram diagnosticados com um quadro clinico mais grave,

devido a complexidade de diagnostico no inicio da pandemia, contribuindo para o
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aumento da taxa de letalidade. Dessa forma, a maioria dos individuos contaminados
pelo SARS-CoV-2 desenvolvera sintomas leves, com caracteristicas similares as de
um resfriado ou gripe, porém, uma porcentagem significativa da populacdo podera
evoluir para a forma grave da doenca, que exigird ventilacio mecénica e
eventualmente levara a morte (N. PETROSILLO, G. VICECONTE, O. ERGONUL, et
al., 2020 WORLD HEALTH ORGANIZATION 2020).

O SARS-CoV-2 é um virus altamente transmissivel e foi identificado
inicialmente em dezembro de 2019 em pessoas com pneumonia grave na provincia
de Wuhan na China. A COVID-19 é semelhante a algumas doencas zoonéticas como
a gripe, incluindo também as outras variantes do SARS, como o0 SARS-CoV-1 e
MERS, ao ponto de desenvolver sintomas como tosse, febre, dores de cabega,
diarreia e vomito, tornando ainda mais complexa a identificagéo clinica da COVID-19.

No final de 2019 a propagacao do SARS-CoV-2 espalhou-se rapidamente para
outros paises, e em 11 de marco de 2020 a OMS declarou o surto de COVID-19 como
uma pandemia (VRISHALI S SALIAN, JESSICA AWRIGHT, PETER T VEDELL et al.,
2019; G. BECKER, T. MARTIN, A.N. SABO et al., 2021). Uma vez estabelecida a
infeccdo, o curso clinico do COVID-19 é variavel, tornando o diagnostico dos casos
dificil (SIDDIQI e MEHRA, 2020). A infeccéo por SARS-CoV-2 produz, em sua maioria,
casos assintomaticos ou paucissintomaticos, e algumas pessoas podem nao ter
qualquer manifestacao clinica apés a infeccado por SARS-CoV-2. Foram notificados
no mundo 631.228.002 casos confirmados e 6.594.587 mortes. No Brasil, foram
notificados um total de 34.837.035 casos confirmados e 688.219 mortes (Figural)
(JHONSHOPKINS, 2022).
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Figura 1- Mapa global de casos de COVID-19 em novembro de 2022 pelo Coronavirus. Fonte:

Resource Center, Johns Hopkins University and medicine.

Diante desse cenario, tornou-se importante adotar medidas de controle através
da realizacdo de quarentena preventiva, distanciamento e o isolamento social, como
importantes medidas de frearem a disseminagdo do virus e também de evitar o
colapso dos sistemas de saude (Fig. 5). Essas medidas conseguem, achatar a curva
de contagio é retardar a velocidade de transmissdao do coronavirus, o que evita a
ocorréncia de muitos casos sintomaticos que demandam suporte terapéutico em um
curto espaco de tempo e, consequentemente, reduz o niumero de 6bitos decorrentes
da doenca (DAMASIO 2020; NICAS M, NAZAROFF WW, HUBBARD A et al., 2010).

E importante salientar que a infeccdo pelo SARS-CoV-2 ndo se limita aos
humanos podendo também infectar animais. Existem relatos pelo mundo da infec¢ao
em animais domesticos e selvagens, incluindo gatos, caes, tigres, ledes, leopardos da
neve, gorilas, lontras, puma, furdo e veado (El PAIS CIENCIA 2020)(CARVALHO et
al., 2021; EPIFANIO et al., 2021; FERASIN et al., 2021)

1.2.3 Letalidade e variantes do SARS-CoV-2
Com base nos dados da pandemia obtidos pela John’s Hopkins University até

novembro de 2022, paises como Brasil, india e Estados Unidos apresentaram a maior

numero de casos de morte em todo mundo, com taxa de letalidade de 1 a 2%. Destes
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trés paises, o Brasil apresentou 2% de letalidade, a mais elevada destes trés paises
(figura 2). Dos paises acometidos, o Peru se destaca com a maior taxa de letalidade,
com 5,2% de mortes, seguido da Indonésia (2,4%), Hungria (2,2%) e Ucréania (2,1%).
O Brasil figura a lista do quinto pais com maior taxa de letalidade da COVID-19 no

mundo.

Peru
Indonesia
Hungary
Ukraine
Brazil
Russia
Philippines
Chile

us
Canada
Spain
Sweden
Italy
Greece
Finland
Germany
France
Japan
Taiwan*
Korea, South

0% 1% 2% 3% 4% 5%

Mortality: Observed case-fatality ratio

Figura 2 — Rank de casos fatais de COVID-19. Fonte: JOHNS HOPKINS, NOV 2022. Disponivel em
https://coronavirus.jhu.edu/data/mortality

Inicialmente no Brasil a pandemia foi impulsionada pelas linhagens B.1.1.28 e
B.1.1.33, as quais foram prevalentes até outubro de 2020. Apds esse periodo,
destacam-se a circulacdo de duas variantes nacionais, P.1 e P.2, originadas da
linhagem B.1.1.28. Essas duas variantes somam um total de 75% dos
sequenciamentos realizados no pais (WHO, 13 july 2021). O Brasil possui quatro
variantes de grande potencial de disseminacéo B.1.1.7 (Alpha), B.1.351 (Beta), P.1
(Gamma), B.1.617.2 (Delta) e Omicron. Além disso, foram descritas 61 linhagens de
SARS-CoV-2 distribuidas nas regides brasileiras, sendo a maioria pertencente a
linhagem Gama P1(62,8%). Tal cenario € consequéncia da explosdo dos numeros de
novos casos e o descontrole da transmiss&do no pais, o que possibilita a multiplicacéo

do virus em taxas elevadas e favorece potencialmente o surgimento de novas
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variantes. Dessa forma, é fundamental a implementacdo e manutencéao continua de
medidas efetivas de seguranca como o uso de mascaras, distanciamento social e
higienizacdo dos espacgos publicos, realizacdo do diagndstico precoce, vigilancia
gendmica e controle da disseminacdo de novas variantes em territorio nacional, de
modo a reduzir o crescimento da pandemia no Brasil e também no mundo (RENAN
SOUZA, DANIEL QUEIROZ et al., 2022).

Com a rapida disseminagdo do SARS-CoV-2 pelo mundo o surgimento de
novas variantes foi inevitavel. Variantes de interesse e de preocupacdo alastraram
pelo mundo, e até o segundo semestre de 2021 foram identificadas as variantes Alfa,
Beta, Gama, Delta, Omicron, Mu e Lambda e suas respectivas mutacdes (Figura 2).

O inicio do ano de 2022 foi marcado pelo avango da variante Omicron pelo
mundo, a qual triplicou o nimero de casos de COVID-19 em pelo menos 42 paises,
incluindo o Brasil. A situacdo tornou-se preocupante no pais, apontando um
crescimento de 300% no numero de casos. Segundo o BUTANTAN, tal cenario ndo
foi pior, pois a cobertura vacinal no pais conteve o crescimento do numero de Obitos

na mesma propor¢ao do aumento dos novos casos (BUTANTAN, 13/01/2022).
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VARIANTES LINHAGEM PRIMEIRA DETECQﬁO DATA DA AMOSTRA
DE INTERESSE
i 2005 452 B.1.427/ ' . S
Epsilon R B 1429 Estados Unidos da Ameérica unf20
Zeta 2DB’IE'484 B.1.1282 Brasil abrf20
Eta EUA'IE484 B.1.525 Mualtiplos paises dez/20
B.1.1.283
20B/S:265 S - .
Teta C conhecida Filipinas e Japao few/21
como P.3
lota 206;3484 B.1.526 Estados Unidos da América now/20
Kapa 21‘“"&154 B 16171 india out/20
Lambda 21G C.37 Peru dez/20
VARIANTES ~ LINHAGEM PRIMEIRA DETEC(;ELO DATA DA AMOSTRA
DE PREOQCUPACAD
Alfa 20"]",‘:{5101\(' B11.7 Reino Unido setf20
Beta QDH,i?sz' B.1.351 Africa do Sul ago/20
Gama 20"]",:{53[‘]1\(' B.1.1.28.1 Brasil e Jap&o dez/20
Delta 21’%&:4?8 B 16172 india outf20

Figura 3 — Variantes de interesse (VOI) e variantes de preocupacéo (VOC) do SARS-CoV-2. Fonte:
WHO, 13 july 2021; adaptado.

Os VOCs mais recentes substituiram em grande parte outras variantes co-
circulantes do SARS-CoV-2. Delta alcancou quase 90% de todas as sequéncias virais
submetidas ao GISAID até outubro de 2021, e mais recentemente, a variante Omicron
é atualmente a variante dominante circulando globalmente, respondendo por >98%
das sequéncias virais compartilhadas apés fevereiro de 2022. Como a transmisséo da
Omicron foi sustentada, isso levou a uma evolugao intra-variante significativa, gerando
véarias sub-variantes da Omicron. Desde a sua designagio como VOC pela OMS em
26 de novembro de 2021, os virus que fazem parte do complexo Omicron continuaram
a evoluir, levando a linhagens descendentes com diferentes constelacdes genéticas
de mutagcBes. Cada constelacdo pode ou nao diferir no risco a saude publica que
representa, e cada linhagem que inclui substituicbes em locais-chave pode precisar
de mais investigacéo para avaliar se suas caracteristicas divergem ou nao daquelas
que definem a variante de preocupacao de onde provém (OMS, 2022, disponivel em
https://www.who.int/activities/tracking-SARS-CoV-2-variants). Em outubro de 2022, as
sublinhagens de BA-5 (BF.7, BF.14, BQ.1, BQ.1.1) tem ganhado destaque, em
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especial BQ1.1, com aumento do nimero de casos em todo mundo (OMS, 2022) e no
Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, BOLETIM EPIDEMIOLOGICO ESPECIAL: COVID-
19, Outubro de 2022).

1.2.4 Transmissao

A rapida disseminagdo do SARS-CoV-2 a nivel global, deve-se a sua alta
transmissibilidade, sendo transportado por microgoticulas de saliva de individuos
infectados sintomaticos ou assintomaticos. Esses individuos ao tossir, falar ou espirrar
podem liberar essas microgoticulas, quando aerossolizadas, podem se espalhar por
longas distancias podendo entrar em contato direto com a via aérea e olhos de outros
individuos. Essas particulas virais podem contaminar superficies que atuam como
fémites, quando em contato com as maos dos individuos que acidentalmente carreiam
0S virus para a boca, nariz ou olhos. A transmisséo assintomatica e pré-sintomatica ja
foi descrita e para aqueles que se tornam sintomaticos, o periodo de incubacao é de
4 a 5 dias em média (Li S, JIANG L, LI X, LIN F, WANG Y, LI B, et al., 2020).

De modo geral, a taxa de transmissao do virus pode mudar de uma variante
para outra, preferencialmente, a taxa de transmisséo pode variar entre as diferentes
variantes. Um estudo recente publicado pelo Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo (ICB-USP), em parceria com o Instituto de Quimica (1Q-
USP) e o Hospital Sirio Libanés mostrou que o novo Coronavirus € ainda mais mutavel
do que se discutia durante 0 auge da pandemia. Sabe-se que a maior parte das
mutacBes estdo relacionadas com alteracbes na proteina S(Spike) do virus,
especialmente na regido N Terminal (NTD) da proteina. Isso ocorre, pois o0 sistema
imune, especialmente anticorpos neutralizantes anti-spike, oferecem continuamente
impecilio para a interacdo do SARS-CoV-2 e a enzima conversora da angiotensina 2(
ACE2) reduzindo o processo de infeccao viral. Dessa forma, as mutagdes tornam-se
uma forma de escape do virus perante a pressao seletiva do sistema imune, burlando
essa inibicdo e modificando a regiao de interacdo do virus (RBD) com a célula humana
(HE B, WANG J, WANG Y et al., 2020; SIMONE BRANDAO, EMANUELLE GODOI,
JULIA RAMOS et al., 2020).

Para diminuir a transmissdo e o surgimento de novas variantes pelo novo
Coronavirus e € de suma importancia a utilizacdo de mascaras cobrindo

completamente a boca e nariz, correta higienizagdo das maos e evitar circular nas
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ruas e/ou em ambientes com grande concentracdo de pessoas, além da adequada
descontaminacdo em locais e objetos com potencial de contaminacdo (OMS, 2020;
LIPPI G, PLEBANI, M et al., 2020).

1.2.5 Ciclo de multiplicacdo do SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 é um virus de RNA de sentido positivo com um tamanho de
genoma de 29.903 nucleotideos. A maior parte de seu genoma codifica para ORFlab
(~ 72%), que esta envolvido em replicacdo e patogénese, enquanto outras ORFs
codificam proteinas estruturais (Spike (S), Envelope (E), Glicoproteina de membrana
(M) e Nucleocapsideo (N) (Figura 4) (CHRISTIAN LUKE D C BADUA, KAROL ANN T
BALDO, PAUL MARK B MEDINA, 2020).

Proteina S (Spike)

_ Envelope (E)
Nucleocapsideo (N)

Genoma Hemaglutinina-Esterase (HE)
RNA
Membrana (M)

5I

o 3. 29903 bp
B ek

Figura 4 — Representagdo esquematica da particula viral e do genoma SARS-CoV-2. Fonte: JIN Y, et
al., 2020; adaptado.

O ciclo do SARS-CoV-2 (Figura 4) inicia-se com a interacdo da glicoproteina
Spike (proteina S) com o receptor celular ACE2 presentes nas células alvo. A ACE2

€ uma proteina de membrana tipo | expressa principalmente nos pulmdes, coracao,
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rins e intestino, e 0 aumento da sua expressdo esta associado a doencas
cardiovasculares, diabetes, obesidade e hipertensédo (GUO, Y. R., CAO et al 2019).

A glicoproteina Spike é responsavel pela caracteristica conformacional em coroa
da familia Coronaviridae, estando essa localizada no envelope viral. A ligacdo entre a
glicoproteina Spike e a ECA2 esta relacionada ao tropismo do SARS-CoV-2 pelas
células alvo presentes no hospedeiro, contribuindo para a adeséo do virus as células.
O processo de entrada do SARS-CoV-2 é altamente regulada e ndo garante a entrada
do virus na célula alvo de forma independente, e por isso, a glicoproteina S precisa
ser ativada por clivagem proteolitica entre as subunidades S1/S2, catalisada pela
Furina, Catepsina L e a serino protease transmembrana tipo II(TMPRSS2), para que
ocorra mudanca conformacional em sua subunidade S2, e permita a interacdo do
dominio RBD com o receptor ECA2 e consequente penetracdo viral na célula
hospedeira (SHANG, J., WAN, Y., LUO C, et al., 2020; YANG, X.L., WANG, X.G, et
al., 2020).

Virion
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Figura 5 — Ciclo de multiplicagdo do SARS-CoV-2. Fonte: MUDI, v. 25, n. 1, p. 73 - 90, 2021.

A ligacao entre a glicoproteina S e a ECA2 é responsavel pelo tropismo do virus
pela célula hospedeira, com isso, células que possuem esse receptor em sua
superficie sdo propensas a infeccdo pelo SARS-CoV-2. Por se tratar de um virus
altamente mutagénico, as alteragdes conformacionais nas proteinas S sao frequentes,
podendo dessa forma, burlar as principais barreiras do sistema imune, até mesmo em

pessoas vacinadas contra a COVID. Com o aumento do numero de pessoas
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vacinadas e reinfectadas pelo SARS-CoV-2, a tendencia é de ocorrer novas mutacdes
do virus que possam evadir o sistema imune, possibilitando o surgimento de variantes
com potencial de infec¢do e propagacéo maiores como é o caso da variante Omicron.
Segundo estudos de sequenciamento, 10 a 12 mutacfes que geraram essa variante
ocorreram na proteina S, possibilitando que essa nova versao do SARS-CoV-2 infecte
pessoas vacinadas e anteriormente infectadas (DONOGHUE Mary; Hsieh Frank;
BARONAS Elizabeth et al., 2020; SHEREEN, M. A.; KHAN, S. et al., 2020).

1.2.6 Curso clinico, Biomarcadores e Imunologia da infec¢céo pelo SARS-CoV-
2

A COVID-19 é uma doenca muito heterogénea com manifestacdes clinicas e
morfologicas variadas de diferentes perfis moleculares. Além disso, é notério que o
perfil clinico do hospedeiro € um ponto chave para o desenvolvimento da sua forma
grave (YA-DONG GAO, MEI DING, XIANG DONG et al., 2020; WIERSINGA et al.,
2020). Dessa forma, fatores como sexo, obesidade, tabagismo, condi¢des cronicas e
outras comorbidades como a hipertensdo e o diabetes mellitus tipo 2, doencas
cardiovasculares, condicdes respiratorias subjacentes e cancer, apresentam maior
risco para essas complicacdes graves e morte (LI Q, GUAN X, WU P et al., 2020;
WHO, JONATHAN A C, et al., 2020). A COVID-19 pode ser dividida em 3 estagios
que incluem uma fase de resposta viral e uma fase de resposta inflamatéria, onde
cada fase possui sintomas e sinais clinicos especificos (Figura 6) (SIDDIQI e MEHRA,
2020).
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Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3
INFECCAO FASE PULMONAR HIPER INFLAMACAO
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Figura 6 — Curso clinico da COVID-19 e estagios de progressédo da doenca com sinais e sintomas
clinicos. Fonte: Adaptado de Siddiqgi e Mehra, 2020.

E importante acrescentar que diversas atitudes sdo de extrema importancia no
controle da disseminac¢ao do virus e da prépria doencga, como fortalecer o organismo
por meio de boa alimentacéo, sono regular e exposicdo ao sol da manha, além de
outros habitos saudaveis como atividades fisicas e ndo consumo de bebidas
alcodlicas e drogas afins, pois o consumo pode diminuir a eficacia do sistema
imunoldgico, atingindo as células imunes e enfraguecendo o reconhecimento e
combate ao virus (HUANG C, WANG Y, LI X., et al 2019).

Ainda néo estd claro por que alguns pacientes com COVID-19 séao
assintoméaticos ou s6 desenvolvem sintomas leves, enquanto outros evoluem para a
forma grave da doenca. Além disso, € pouco conhecido o motivo pelo qual alguns
pacientes com a forma grave sobrevivem, enquanto outros sucumbem a morte.
Observa-se nos pacientes com COVID-19 uma resposta inflamatéria aguda
aumentada, na qual mediadores como proteina C reativa, dimero D e troponina séao
abundantes em amostras de soro de pacientes. Um aumento notavel de citocinas e
quimiocinas inflamatdérias é observado durante a infec¢édo, no entanto, o papel desses
biomarcadores contra o SARS-CoV-2 ndo é claramente descrito. Alguns estudos
apontam que o aumento da concentracao sérica desses biomarcadores pode causar

uma sindrome de tempestade de citocinas desordenada que contribui para
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hiperinflamacéo, faléncia em multiplos érgaos e patogénese (PUJA MEHTA & DAVID
FAJGENBAUM, 2021; FAJGENBAUM & JUNE 2020; JOSE RJ & MANUEL A, 2020).

Nesse sentido, as abordagens terapéuticas sob investigacdo tém como alvo o
aumento da liberagdo de citocinas utilizando anticorpos anti-citocinas ou
imunomoduladores, deve-se considerar uma manutencao equilibrada e uma resposta
inflamatoria adequada para a eliminacdo de patégenos (JOSE & MANUEL, 2020).Em
uma avaliagdo abrangente do lavado broncoalveolar de pacientes com Influenza
sazonal moderada e grave e COVID-19 grave revelou que o compartimento pulmonar
€ composto por uma superproducdo robusta de resposta pré-inflamatéria imediata
com a presenca de IL-6, IP-10, MCP-1 e CXCL8, TNF e IL-18 (REYNOLDS D,
VAZQUEZ C et al., 2021). Essas citocinas estdo associadas a um risco aumentado
de hiperpermeabilidade vascular, faléncia de mdultiplos 6rgdos e, eventualmente
evolucdo para quadros de exaustdo celular e morte, quando as altas concentracdes
de citocinas ndo diminuem ao longo do tempo (MEDURI et al., 1995). Nesse contexto,
€ muito importante estudar o ambiente pulmonar e as vias aéreas superiores durante
a infeccdo pelo SARS-CoV-2, sendo essencial para analisar o desfecho do
microambiente local no meio respiratorio para entender a ativacdo imunoldgica
descontrolada e a inflamacé&o durante a COVID-19 (HENDERSON LA et al., 2020; XU
et al., 2020).

De modo geral, o sistema imune em contato com patdégenos desenvolve
mecanismos de defesa que inicialmente sdo comandadas pela resposta imune inata
e outra mais tardia, mediada pela imunidade adquirida. A infeccdo pelo SARS-CoV-2
€ rapida e intensa. Foi abordado em alguns estudos que a infeccdo pelo novo
coronavirus em alguns individuos € marcada pela inibicdo da producdo do IFN-y,
acarretando uma disseminacdo mais rapida do virus, com consequente aumento da
carga viral que proporciona uma maior transmissibilidade, além de aumentar a
transmissibilidade do virus para outros individuos (ABBAS A, LICHTMAN A, PILLAI S
et al., 2021).

Essa elevada carga viral favorece a descompensacéao/desregulacdo do sistema
imune e no descontrole da producdo de citocinas, quimiocinas, e fatores de
crescimento (RAGAB D, HAITHAM E et al., 2020). Essa desregulagéo contribui para
o aumento de citocinas pré-inflamatérias como TNF-a (Figura 7). Essa
hiperinflamacéo secundaria a infeccdo por COVID-19, estéa frequentemente associada

a um pior prognoéstico. Formas mais graves sao observadas nesse caso, provocando
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alteracdes fisiologicas e contribuindo para o surgimento de patologias nos 6rgaos
infectados, em especial o pulmdo (ANA ALBURQUERQUE et al., 2021;
FAJGENBAUM & JUNE, 2020).

5% Les#o por estresse @ Liberagio de mediadores Infiltrado de neutréfilos e
‘ 2 mecanico ou infecgao Pré-inflamatérios produgéo de ROS
=) iy 3
32 Tempestade de )
,‘?‘i: SheoiRas Neutrofilos
N SARS-CoV-2
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ke 3 Inflamagao Inflamatérios de MMPs
Alvéolos « Patogénese pulmonar STREM-1 sHL/
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Figura 7. Hiperinflamacé&o e dano alveolar. MMPs como componentes cruciais dos processos que levam
a pneumonia e ao agravamento dos casos da COVID-19. Fonte: CARLOS SORGI, USP 2021.

Para evidenciar esse fenbmeno, um estudo realizado por Han e colaboradores
(2020) determinaram o perfil de citocinas séricas em pacientes com COVID-19.
Observou-se que alguns pacientes tinham niveis séricos elevados das citocinas: TNF-
a, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-6 e IL-10. Porém, os niveis de IL-6 e IL-10 foram
significativamente maiores nos pacientes com COVID-19 grave, quando comparado
com os niveis encontrados em pacientes com COVID-19 leve e moderada. Portanto,
0s niveis de IL-6 e IL-10 podem ser considerados como preditores de gravidade da
doencga, e sua dosagem podem auxiliar no monitoramento de gravidade dos pacientes
de maior risco (LIESL HAGAN, MPH DAVID W. MCCORMICK et al., 2021).

Durante a pandemia de COVID-19, utilizou-se muito o termo tempestade de
citocinas, do inglés cytokine storm, de modo a definir a resposta inflamatdria
exacerbada provocada pela infeccdo pelo SARS-CoV-2. Esse fenbmeno é marcado

principalmente pela replicagdo viral aumentada, da evasado viral do sistema



27

imunologico, além do desenvolvimento de resposta inflamatéria aguda exacerbada
(LIESL HAGAN, MPH DAVID W. MCCORMICK et al., 2020).

Essa resposta imune esta relacionada com a formacdo da tempestade de
citocinas e comprometimento da resposta imune antiviral, remodelacdo da matriz
celular/fibrose e consequente disfuncdo de multiplos 6rgaos, tendo énfase na
patogénese pulmonar, além de estar relacionada a pacientes mais graves. A resposta
imune na tentativa de combater o virus provoca a hiperestimulagcédo de suas células
de defesa, causando uma tempestade de citocinas pré-inflamatérias e
hiperinflamacéo, principalmente pelo aumento de citocinas de carater pro-inflamatorio
como a IL-6 e a reducéo de citocinas reguladoras como IL-10 (ANA ALBURQUERQUE
et al., 2021; SOY et al., 2020). A hiperestimulacdo das células NK e células
dendriticas amplificam ainda mais a producéo de IL-12, que por sua vez amplificam a
ativacdo dos macréfagos, aumentando a producao de citocinas pro-inflamatérias. A
pandemia causada pelo novo Coronavirus colocou em evidéncia a forma como uma
resposta imunoldgica descontrolada pode inflamar e danificar os tecidos de 6rgéos
afetados pelo SARS-CoV-2 agravando a doenca e podendo levar o paciente a 6bito
(HU et al., 2020).

Essa hiperinflamacéo é agravada em pessoas com desregulacdo metabdlica,
fendmeno presente em pessoas com excesso de gordura ou individuos com diabetes
descompensada. Pessoas obesas tem maiores riscos de evoluirem para casos graves
da doenca uma vez que o tecido adiposo € preenchido por véarias células imunes,
incluindo células T e macréfagos, aumentando a inflamacéo e reduzindo a resposta e
eficacia dos antivirais (Hu et al., 2020). Com isso, esse excesso de gordura promove
a inflamacao sistémica, caracterizada pela infiltracéo e ativacéo de células imunes que
secretam mediadores pro-inflamatérios, como citocinas e quimiocinas, que secretam
moléculas pré-inflamatérias, uma vez que o tecido adiposo é rico em células
neutroéfilos, células B1 e B2, células NK (PHILIPI MAFFETOBNE, PAUL LAUSEN
2020).



28

1.2.7 Diagnostico para COVID-19

Considerando a permanéncia de circulagdo do SARS-CoV-2, torna-se de
extrema importancia utilizar metodologias diagnésticas para auxiliar na deteccéo do
virus, como também para frear a sua dispersao, além de fornecer um panorama da
disseminacao da doenca (DAMASIO, 2020). O diagnostico precoce da doenca é uma
ferramenta importante para evitar o colapso do sistema publico de saude, além de
possibilitar um suporte médico ao paciente em tempo hébil, evitando dessa forma
maiores danos a saude. O quadro clinico inicial do paciente que na maioria das vezes
€ caracterizado como sindrome gripal ndo é suficiente para fechar o diagndéstico de
COVID-19, sendo necessario a investigacdo clinico-epidemiolégica, anamnese e
exame fisico adequado do paciente, além de considerar o historico de contato proximo
ou domiciliar nos 14 dias anteriores ao aparecimento dos sinais e sintomas com
pessoas ja confirmadas para COVID-19 (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

A deteccéao da infeccdo pelo SARS-CoV-2 especialmente por meio da detecgéo
do genoma viral é primordial para o diagnéstico da COVID-19. Entre os métodos
diagnésticos laboratoriais mais utilizados é importante ressaltar o teste de Reacédo em
cadeia da polimerase com transcri¢do reversa qualitativa (RT-PCR) e quantitativa (RT-
gPCR) para a detec¢éo do gene N e do gene da RNA polimerase dependente de RNA
do virus. Além disso, pode-se encontrar testes para deteccdo de antigeno N ou
anticorpos IgA, IgM e 1gG por LFIA (imunoensaio de fluxo lateral-
imunocromatogréafico), CLIA (imunoensaio de quimiluminescéncia), CMIA
(imunoensaio de microparticulas de quimiluminescéncia), ECLIA (imunoensaio de
eletroquimiluminescéncia). Os exames de imagem do tipo Raio X e tomografia
computadorizada de alta resolucdo — TCAR tem sido utilizados para avaliar dano
pulmonar em pacientes com COVID-19 (YI-WEI TANG, A JONATHAN E, SCHMITZ,
et al., 2020).

1.2.8 Sorologia

A deteccéo de anticorpos contra o0 SARS-Cov-2 tem sido bastante utilizado no
controle de pessoas infectadas durante a pandemia e a pesquisa de anticorpos das
classes IgA, IgM e IgG tem se mostrado eficazes. Alguns estudos mostraram que a

detecc¢do de anticorpos IgA, parece ser mais sensivel se comparada ao IgM em casos
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de COVID-19, com 92.7% e 85.4% de positividade, respectivamente. A deteccdo na
fase aguda de anticorpos IgA e IgM se da em média no 5° dia apds o inicio dos
sintomas, enquanto a deteccao de anticorpos IgG ocorre aproximadamente com 10-
18 dias ap6s o inicio dos sintomas e possui uma positividade de 67-78%
(SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE 2020; JOURNAL OF INFECTION CONTROL
2020).

Uma alternativa para deteccao de anticorpos IgG e IgM no apoio diagndstico
para COVID-19 sdo os testes rapidos (teste Imunocromatografico). Esses testes
possuem sensibilidade e especificidade que podem variar de acordo com o fabricante.
Um estudo realizado pelo pesquisador Flavia Martinello da Universidade Federal de
Santa Cataria mostrou que a acuracia desses testes pode variar muito de acordo com
ensaio, fabricante e o periodo da coleta da amostra. Foi observado uma variacédo de
mais de 40% da sensibilidade e especificidade entre as marcas testadas
(SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE 2020; JOURNAL OF INFECTION CONTROL
2020).

1.29 RT-gPCR

O diagnéstico padrédo ouro para identificacdo do virus SARS-CoV-2 no
diagnéstico de COVID-19 é o RT-gPCR, sendo um teste com excelente
especificidade. Trata-se de um teste realizado por meio das técnicas de reacdo em
cadeia da polimerase com transcricao reversa e amplificacdo em tempo real, além do
sequenciamento parcial ou total do genoma viral. As amostras para esta analise
podem ser obtidas por meio do aspirado nasofaringeo (ANF), swab nasal e oral, bem
como pela secrecgéo respiratoria do trato inferior, como escarro, lavado traqueal ou
lavado broncoalveolar. Recomenda-se a aplicagao desse teste entre o 1° ao 10° dia
de sintomas ou em individuos que tiveram exposi¢ao recente com a pessoa infectada
dentro desse periodo (OMS 2021).
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2 JUSTIFICATIVA

A COVID-19 representa um dos maiores desafios do século 21 e ainda deixa varias
lacunas sobre como alguns individuos evoluem para alta enquanto outros progridem
para quadros mais graves e o6bito apOs ventilacdo mecéanica. O conhecimento da
resposta imunologica sistémica do hospedeiro durante condicdes de origem infecciosa
é essencial para o entendimento dos mecanismos de doenca que possam explicar
este fenbmeno, bem como para fornecer subsidios para a busca de estratégias de
prevencao, controle, terapéutica e acompanhamento das infeccoes.

A COVID-19 vém sendo marcada principalmente por aumento de procalcitonina
(PCT), proteina C-reativa (CRP), ferritina sérica, IL-2R, IL-6, IL-8, IL-10, TNF,
leucopenia e linfocitopenia (HOU et al., 2020; CHU et al. 2020). Além disso,
comprometimento hemostatico, caracterizado por aumento de D-dimero, produtos de
degradacédo da fibrina (FDP), acompanhado de trombocitopenia e parece contribuir
para a patogénese da doenca (BIKDELI et al. 2020; HOU et al. 2020). No entanto,
ainda ndo se sabe se essas alteracdes hemostaticas sdo um efeito especifico da
infeccdo por SARS-CoV-2 ou sdo uma consequéncia do “cytokine storm” que precipita
o inicio da sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SRIS), como observado em
outras doencas virais. Outro questionamento € se o perfil imunolégico sistémico esta
associado e reflete o0 microambiente no compartimento pulmonar.

Apesar destes achados, ainda sdo escassos 0s biomarcadores de prognéstico
para o acompanhamento de pacientes COVID-19 e o conhecimento dos aspectos
imunoldgicos durante a fase aguda de resposta viral e da fase de resposta inflamatéria
ainda estdo sobre escrutinio. Assim, a presente proposta busca contribuir para o
entendimento de mediadores sollveis em pacientes com COVID-19 de acordo com o
perfil dos biomarcadores em diferentes tempos de coleta, sendo a primeira coleta no
tempo DO (admissao), D2-6, D7, D8-13 e D14. Podendo assim, avaliar o perfil de
quimiocinas, citocinas pro-inflamatorias/reguladoras e fatores de crescimento celular.

Nesse projeto, serdo abordadas duas hipdteses principais: 1) relacao de
alta/6bito com o aumento/reducdo de mediadores solUveis e a possivel relacdo do
processo de exaustdo celular e 6bito; 2) se o perfil de biomarcadores no aspirado
traqueal assemelha-se ao observado no soro; 3) o aumento/reducdo de um
biomarcador no soro/aspirado tem relacdo direta com a melhora ou piora clinica do

paciente.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar mediadores solUveis em amostras de soro e aspirado traqueal de pacientes

com COVID-19 internados em Centro de Terapia Intensiva a luz do desfecho clinico

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Quantificar os niveis de quimiocinas, citocinas pro-inflamatorias/reguladoras e fatores

de crescimento celular no soro e no aspirado traqueal de pacientes com COVID-19;

Avaliar o perfil de mediadores imunolégicos soluveis em diferentes tempos (DO, D2-6,
D7, D8-13 e D14) no soro e no aspirado traqueal de pacientes com COVID-19

internados em Centro de Terapia Intensiva;

Contrastar os niveis basais de quimiocinas, citocinas pro-inflamatérias/reguladoras e
fatores de crescimento celular no soro e no aspirado traqueal de pacientes com

COVID-19 com desfechos clinicos distintos: alta e 6bito;

Estabelecer assinaturas e redes integrativas de correlac6es de biomarcadores por

meio de andlises multiparamétricas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Populacéao do estudo

Neste estudo para a obtencdo da amostra pulmonar utilizamos a técnica de
aspirado traqueal por ser uma técnica menos invasiva para o paciente, se comparada
a técnica de lavado broncoalveolar. No aspirado traqueal € utilizada a propria presséao
de vacuo do equipamento para obtencao da secre¢do pulmonar, sem precisar estilar
Soro no paciente ou utilizar outras ferramentas como broncoscopio para a obtencéo
da amostra.

Esta investigacao observacional transversal foi composta por uma amostra de
conveniéncia incluindo 675 espécimes biolégicos (soro e aspirado traqueal) de
pacientes COVID-19 criticamente enfermos internados em unidade de terapia
intensiva (UTI) e controles, com o objetivo de analisar a resposta imune
compartimentalizada sistémica e das vias aéreas.

Os pacientes com COVID-19 foram admitidos na UTI do Hospital Risoleta
Tolentino Neves (Belo Horizonte, MG) e do Hospital Universitario da Universidade de
Sédo Paulo (Ribeirdo Preto, SP). O diagndstico de COVID-19 foi confirmado por RT-
PCR positivo para SARS-CoV-2 visando o gene E. Um compéndio detalhado da
populacdo e métodos do estudo € apresentado na Figura 8.



33

Matriz de alto - — —
Amostragem Fase pré-analitica rendimenio de Mineracdo de dados e andlise estatistica
micreesferas '-""“'"-_:-_-“'"-"’ Aitn e

COVID-19 Amitra de s

i -5 ERA LA

LN ]

Adpirads traguns

Quimiocinas
Alty =t

L 1, 0 4, CrL LY, CNCL10] =T E N
Amanlrad e gigirads trogee r  ba L
m Citee i wnena munisge w4l
Contrales ety 1B, B THE, WL . 25, AT - * b
5 Sore = - . e
L o
Aspirado Trogues! (:‘.;-__h
[ - |
[ 477 Amostras de sora ] [ 198 Amostras de Aspirado Traqueal ]
Alta n=97 Alta n=37

(o ) oo )
Comomes )

Linha do tempo da cinética » Linha do tempo da cinética .
4 r 4
{ Do J ‘ D2-a J D7 J { DE-13 D»14 J { Do { D2-6 D7 w D8-13 } ‘ D>14 J
n=183 n=99 n=280 n=50 n=65 n=103 n=37 n=1% n=20 n=19
LN L L. AN L.

Figura 8- Resumo da populacdo de estudo e métodos. Uma vis@o geral da amostragem, etapas pré-
analiticas, andlise de alto rendimento de células imunes, mediadores sollveis, mineracédo de dados e
andlise estatistica sao fornecidos nos painéis superiores. Esta investigacdo compreendeu um estudo
transversal incluindo 675 espécimes humanos (477 amostras de soro e 198 amostras de aspirado
traqueal) de pacientes com COVID-19 grave (“COVID”), amostras de soro de controles saudaveis pré-
pandemia (HC) e aspirados de pacientes ndo infectados (NI) sob ventilacdo mecanica na UTI.
Avaliando a resposta imune sistémica, o grupo “COVID” compreendeu 477 amostras de 183 pacientes
com COVID-19 (72 mulheres e 111 homens - faixa etaria entre 18-90 anos, idade (mediana de 65 anos),
obtida em cinco momentos consecutivos (Dias = D), incluindo: DO (n=183), D2-6 (n=99), D7 (n=80),
D8-13 (n=50) e D>14-36 (n=65) apds a admissao na UTI. O grupo “COVID” foi ainda categorizado de
acordo com o desfecho da doenca: alta (n=97) ou 6bito (n=86). O grupo controle foi composto por 135
amostras de soro de controles saudaveis pré-pandémicos pareados por idade, referidos como: grupo
“HC”. Para avaliar a resposta imune compartimentada das vias aéreas, o grupo “COVID” foi composto
por 198 amostras de aspirado traqueal (AT) de 103 pacientes com COVID-19 (39 mulheres e 64
homens — faixa etaria de 18 a 90 anos, idade mediana de 64 anos), coletados em cinco pontos de
tempo consecutivos (Dias = D), incluindo: DO (n=103), D2-6 (n=37), D7 (n=19), D8-13 (n=20) e D>14

(n=19) apds admissao na UTI. O grupo “COVID” foi categorizada ainda de acordo com o desfecho da
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doenca, referida como: “Alta” (n=37) ou “Obito” (n=66). O grupo controle foi composto por 18 pacientes
nao infectados sob ventilagdo mecanica por trauma ou queimadura, todos apresentando diagnéstico

negativo de Infeccdo por SARS-CoV-2 por RT-PCR, referido como grupo “NI”.

Para avaliacédo da resposta imune sistémica, o grupo “COVID” foi composto por
477 amostras de soro de 183 pacientes com COVID-19 (72 mulheres e 111 homens
— faixa etaria de 18 a 90 anos, idade mediana de 65 anos), obtidas em cinco pontos
de tempo consecutivos (Dias = D), incluindo: DO (n=183), D2-6 (n=99), D7 (n=80), D8-
13 (n=50) e D>14 (n= 65) apds admissao na UTI. O grupo “COVID” foi ainda
classificado de acordo com o desfecho da doencga e referido como: “Alta” (n=97) ou
“Obito” (n=86). As amostras de soro foram coletadas em tubos contendo gel e na
auséncia de anticoagulante por puncdo venosa na rotina matinal de visita a UTI,
aliuotadas e armazenadas a -80°C até o processamento. O grupo controle foi
composto por 135 amostras de soro de controles saudaveis pré-pandemia pareados
por idade denominados: grupo “HC” (70 mulheres e 65 homens — faixa etaria de 18 a
90 anos, idade mediana de 65 anos). As amostras de soro foram obtidas de um
biorepositorio mantido a -80°C no Instituto René Rachou (FIOCRUZ-Minas).

Para avaliar a resposta imune compartimentalizada das vias aéreas, 0 grupo
“COVID” foi composto por 198 amostras de aspirado traqueal (AT) de 103 pacientes
com COVID-19 (39 mulheres e 64 homens — faixa etaria de 18 a 90 anos, idade
mediana de 64 anos), coletados em cinco momentos consecutivos (Dias = D),
incluindo: DO (n=103), D2-6 (n=37), D7 (n=19), D8-13 (n=20) e D>14 (n=19) apds
admissao na UTI. O grupo “COVID” foi ainda categorizado de acordo com o desfecho
da doenca, referido como: “Alta” (n=37) ou “Obito” (n=66). O grupo controle foi
composto por 18 pacientes néo infectados (RN) sob ventilacdo mecéanica (5 mulheres
e 13 homens — faixa etaria de 18 a 90 anos, idade mediana de 53 anos) por trauma
ou queimadura, todos com resultado negativo diagnostico de infec¢céo por SARS-CoV-
2 por RT-PCR. Amostras de AT (2-5mL) foram coletadas por aspiracdo em coletores
de secrec¢do traqueal estéreis na visita de rotina dos pacientes no inicio da manha
para limpeza das vias aéreas. Apenas a secrecdo produtiva foi incluida neste estudo.

As amostras de AT foram imediatamente transferidas para um laboratorio de
biosseguranca nivel 3, aliquotadas e armazenadas a -80°C até o processamento.

O protocolo do estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica do Instituto René
Rachou/FIOCRUZ-Minas (CAAE: 42560721.7.0000.5091) e Hospital das Clinicas da
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Universidade de S&o Paulo/USP-RP (CAAE: 30816620.0.0000.5440). Esta
investigacdo seguiu os principios da declaracao de Helsinque, bem como a resolugéo
n° 466/2012 do Ministério da Saude do Brasil para pesquisas envolvendo seres
humanos. O consentimento informado foi obtido de todos os participantes ou de seus

familiares antes da inclusdo na presente investigacao.

4.2 Preparacgao de soro e aspirado traqueal

Aliguotas de amostra de soro foram descongeladas a 37°C, centrifugadas a
24.000 x g para remover a camada lipidica e detritos grandes e o sobrenadante filtrado
através de um filtro de seringa de 0,45um para maximizar ainda mais a remocéo de
detritos. Aliquotas de aspirado traqueal (TA) foram descongeladas a 37°C, diluidas
em 1:2 em solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) filtrada através de filtros
celulares (70um) em tubos de polipropileno para remover aglomerados de muco e
agregados celulares. As amostras foram ainda centrifugadas a 24.000 x g para
remover detritos grandes e o sobrenadante filtrado através de um filtro de seringa de
0,45um para maximizar ainda mais a remocéao de detritos. As amostras de soro e TA
pré-filtradas foram mantidas em gelo até o uso na matriz de microesferas de alto

rendimento.

4.3 Avaliacdo de mediadores imunoldégicos solUveis em amostras de soro e

aspirado traqueal

Os niveis de mediadores imunoldgicos solluveis foram medidos em amostras
de soro de pacientes com COVID-19 (COVID), controles saudaveis pré-pandémicos
(HC) pareados por idade, bem como em amostras de aspirado traqueal de pacientes
com COVID-19 (COVID) e nao infectados pacientes (NI) por matriz de microesferas
de alto rendimento (Bio-Plex Pro™ Human Cytokine 27-plex Assay, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EUA), seguindo as instru¢bes do fabricante. Uma
variedade de mediadores imunologicos foi quantificada, incluindo: quimiocinas
(CXCLS8, CCL11, CCL3, CCL5, CCL4, CCL2 e CXCL10), citocinas pro-inflamatérias
(IL-1B, IL-6, TNF, IL-12, IFN-y, IL-15 e IL-17), citocinas reguladoras (IL-1Ra, IL-4, IL-
5, IL-9, IL-10, IL-13) e fatores de crescimento (FGF-basico, PDGF, VEGF, G- CSF,
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GM-CSF, IL-7 e IL-2). Os resultados foram expressos em pg/mL de acordo com curvas
padrdo para cada mediador imunologico usando uma analise de ajuste logistico do

quinto parametro.

4.4 Mineracao de dados e analise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas no GraphPad Prism, versédo
8.0, (San Diego, CA, EUA). A andlise comparativa entre dois grupos independentes
foi realizada pelo teste t de Student para dados paramétricos e pelo teste de Mann-
Whitney para dados ndo parameétricos. Para comparac6es multiplas entre subgrupos,
todos os dados que seguiram distribuicdo paramétrica foram analisados por ANOVA
de uma via seguido pelo teste post-hoc de Tukey. Para os dados ndo paramétricos,
foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de comparac6es multiplas de
Dunn entre subgrupos. O perfil de mediadores imunoldgicos sollveis séricos e TA ao
longo da linha do tempo cinética foi realizado por uma analise transversal juntamente
com cinco pontos de tempo programados consecutivos (Dias = D), incluindo DO-1, D2-
6, D7, D8-13, D >14 apés admissao na UTI pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo
pos-teste de Dunn para comparacdes pareadas com o ponto de tempo imediatamente
anterior. Além disso, o teste de Mann-Whitney foi empregado para comparacdes entre
subgrupos em pontos de tempo correspondentes. Em todos os casos, um limiar de
p<0,05 foi considerado para significancia estatistica.

Para analise de correlacdo dos dados com distribuicdo paramétrica foi
empregado o teste de correlacdo de Pearson, enquanto o teste de correlacdo de
Spearman foi empregado para dados com distribuicdo ndo paramétrica. Os escores
“r’ significativos foram empregados para montar matrizes de rede abrangentes.

As redes foram construidas usando um layout baseado em excentricidade
empregando a plataforma de software de codigo aberto Cytoscape para visualizagdo
de redes complexas (disponivel em https://cytoscape.org). Os nés da rede
representam os mediadores imunes solUveis no soro e TA, incluindo quimiocinas,
citocinas pro-inflamatérias, citocinas reguladoras e fatores de crescimento. As arestas
de conexao ilustram correlagdes fracas/moderadas (‘r’ entre |0,1 a 0,67|) e fortes
correlagdes (“r’ pontuagdes = |0,67|) entre pares de atributos. Atributos sem
correlacdes fortes sdo distribuidos na periferia da rede. Mediadores sollveis séricos

apresentando pelo menos 5 correlac¢des fortes sdo montados no centro com o numero
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de mediadores sollUveis séricos e conexdes entre eles usados para definir a
conectividade central.

A andlise da magnitude das altera¢cdes nos mediadores imunolédgicos sollveis
séricos e TA em pacientes com COVID-19 foi realizada calculando a razdo de
proporcao entre os valores individuais de cada mediador imunolégico soltuvel sobre o

valor mediano observado no respectivo soro (HC) e TA (NI) grupos de controle.
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5 RESULTADOS

5.1 Visdo panoréamica de mediadores imunologicos sollveis séricos em

pacientes com COVID-19 grave

De modo a caracterizar o perfil imunologico sistémico de COVID-19 grave, a
concentragdo serica de quimiocinas, citocinas pro-inflamatoérias/reguladoras e fatores
de crescimento foram quantificados em amostras de soro de pacientes com covid-19
grave em comparacdo com controles saudaveis pré-pandemia (HC) (Figura 9). O
grupo COVID-19 apresentou maiores niveis de mediadores imunoldgicos solluveis
séricos, caracterizados pelos niveis aumentados de CXCL8, CCL3, CCL4, CCL2,
CXCL10, IL-1B, IL-6, TNF, IL-12, IFN-y, IL -1Ra, IL-9, G-CSF e IL-2 juntamente com
niveis diminuidos de CCL11, CCL5, IL-15, IL-17, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, FGF- basico,
PDGF, VEGF, GM-CSF e IL-7 (Figura 9).
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Figura 9- Avaliagdo de mediadores imunoldgicos sollveis séricos em pacientes com COVID-19 grave
em admissdo na UTI. A concentracdo de quimiocinas (CXCL8,CCL11, CCL3, CCL4, CCL2, CCLS5,
CXCL10), citocinas proé-inflamatérias (IL-1B, IL-6, TNF, IL-12, IFN-y, IL-15, IL-17), citocinas reguladoras
(IL- 1Ra, IL-4, IL-5, IL-9,IL-10, IL-13) e fatores de crescimento (FGF-béasico, PDGF, VEGF, G-CSF, GM-
CSF, IL-7 e IL-2) foram quantificados em amostras de soro de pacientes com COVID-19 grave -“COVID”
(e, n=183), em comparagdo com controles saudaveis pré-pandemia — “HC” (e, n = 135) em admissao
na UTI (DO = linha de base). As medi¢cdes foram realizadas por matriz de microesferas de alto
rendimento, conforme descrito na secao Material e Métodos. Os resultados sdo expressos em pg/mL e
apresentados como distribuicao de dispersao de valores sobre graficos de barras sublinhando o valor

mediano em cada barra. Diferencas significativas em p <0,05 séo indicadas por linhas de conex&o.

A magnitude das alteragbes nos mediadores imunoldgicos sollveis demonstrou
que CXCL10(15x), IL-6(14x), IL-1Ra; CXCL8(4x) e CCL3; IFN-y; CCL2 (3x)
apresentaram 0s maiores incrementos (aumento/valores) de acordo com os valores
medianos observados nos controles saudaveis pré-pandemia. Por outro lado, IL-17;
IL-5; IL-4; IL-7 (-0,4x), CCL11(-0,3x) e GM-CSF (-0,2x) apresentaram 0S menores
valores de acordo com os valores medianos observados para o grupo de controles
audaveis (Figura 10).



Soro COVID
" exeoH 15 | I6H +12.5¢ oo H T
! 164 +l4 3 || oxolioY +9.2 boe #2010
| IL1Ra 4z B i IL1Ra Y +32¢__ T HE = +TT @
{ cxos +3.5x ] HE = k= 3R +3x] T v IL-1Rs H +B5xi @
[T £33k LIy +3.0c! bRy H +45K T @
i . : :
L IENT S ] CXCLE - NV ERS 35T B
| colan Y ) ccLz | — iocoz Y +3m T B
s | ; &-C5F | [ i GCSF Y +30x 7
N ] - e = el :C‘r
E s 3 = =2
g I3 — Eg IL-16 e THF H
g ke : ceLs z IL-1p -]
i OCLEs —| ) L5 - 2 s | e
g s — -] TNF I s - -]
=] onpes— =3 L2 o v 12 -]
b= .
% a2z — ] CCL4 3 -2 el
[ EEEF IL-15 3 VEGF | o)
£ k255 —] FGF-basic —| 5! 115 o
S FEEFdassic—| @ VEGF 5 FGF-basic —| ]
E  mmE— & 1113 5 oocr &
k= 200 | G PDGF | ' 110 - o
5w e LR SN N @
% T & — -04x ! L5 H T -04x T o @ -04x
@ 154 @ -04x EVE T -04x TR @ -04x
= -4 @ -0 | IL7 7 T -03x H IL5 H @ :-03x
' IL-7H & 0.4x ' L4 H T 03 oot H @ -03x
{ o cotaad 3 0.3¢ ! coua 4 S— ¥ TEER & -oa
GMCSFH ] 02 GM-CSF H 0.2x GWHCSF [ P - 020
et TTTIT T T T T T T T T - ————— T T TTITTT T T L T T T g T T o T
10-1 100 101 101 100 101 10 100 101
AT COVID AT COVID - Alta AT COVID - Obito
Lo H +36x ool +53x IR SEES —
' IL-15 H +3.6x ] [} E IL-1FRa H +36x ] E IL-10 +3.6x ZJ
| excLio 1T @ H cxcus%. +30c T ! cxoe H fa @
| ocxos 4 3w 1o +30x T+ i IL-1Ra 3@
| IL-1Ra I +3.0x ] WVEGE - . wEGF — W
TTWEGE | —m IL-1p - T G-CSF | ]
o G-CSF —| ] ccLi1 T CXCLe ]
= CoLal | THF T coL2 - ]
§ ooz ) L5 T ooLal B
g g ) -4 T IL-15 — il
% FGF-basic —| ) L7 T FGF-basic B
Z ™F - B 15 T ™F ]
8 IL-15 =] IFN-y i -9 ]
=l L7 s} ooz i 13 o
g; cois =] IL-12 T cCLs =]
= IL-13 =} FGF-basic —| T GM-CSF | 2
g cris — (-] G-C5F ; -7 [
o GM-CSF —| I oL cos T
© v
= -4 —| 5 coLs— : -4 - o
2 -6 — | IL-17 - ' -6 a
& IFMy —| @ PDGF— 17 |
= IL-17 [ IL-5— TR 0 -04x
PDGF —| . IL-13 IFN-r H @ -04x
2o - GM-CSF—| . POGF H B 04
ST i }-0.3x 15| il -5 H ' 02k
L LS5 ] ) -0.2x g 1Lz ] |1z H S0
10-1 100 101 10-1 100 101 10-1 100 101

Soro COVID - Alta

Soro COVID - Obito

Mudanga de dobra

Mudanga de dobra

40

Mudanga de dobra

Figura 10 - Magnitude das alteragcdes no soro e no sistema de mediadores imunolégicos sollveis
presentes nas vias aéreas de pacientes com COVID-19 grave. A magnitude das mudangas nos niveis
de quimiocinas (CXCL8, CCL11, CCL3, CCL4, CCL2, CXCL10), citocinas pré-inflamatorias (IL-18, IL-
6, TNF, IL-12, IFN-y, IL-15, IL-17), citocinas reguladoras (IL-1Ra,lL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13) e fatores
de crescimento (FGF-basico, PDGF, VEGF, G-CSF, GM-CSF, IL-7 e IL-2) foram calculados para
amostras individuais de pacientes com COVID-19 — “COVID” (soro =, n=183; TA =, n=103), ainda
classificado de acordo com a doenga resultado: referido como “Alta” (soro = , n=97; AT = ; n=37) ou
“6bito” (soro = , n=86; TA = , n=66). As medicbes de mediadores sollveis foram realizadas na
Plataforma Luminex Bio-plex conforme descrito na secao de materiais e métodos. A magnitude de
alteracdes nos mediadores séricos sollveis e imunes TA foi calculado como proporcao da razao de

valores individuais de acordo com os valores medianos observados em amostras de soro de controles
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saudaveis pré-pandémicos (HC) e aspirados traqueais de pacientes ndo infectados (NI). Os resultados
sdo expressos como valores medianos e apresentados em formato de grafico de barras como
magnitude de mudanca de dobra ascendente. Os mediadores sollveis com niveis diminuidos (<-0,4) e

niveis aumentados (>+3) foram destacados por setas para cima ou para baixo, respectivamente.

5.2 Visdo panorédmica dos mediadores imunolégicos solGveis séricos em

pacientes criticos com COVID-19 de acordo com o resultado da doenca

O perfil dos mediadores sollveis séricos em pacientes criticos com COVID-19 foi
também avaliado de acordo com o desfecho da doenca: alta ou 6bito. Os resultados
mostraram que niveis aumentados de quimiocinas (CXCL8, CCL11, CCL3, CCL4,
CCL2, CCL5, CXCL10), citocinas pré-inflamatérias (TNF, IFN-y, IL-17), citocinas
regulatorias (IL-1Ra, IL-4, IL-9) e fatores de crescimento (FGF-basico, VEGF, G-CSF,
IL-7 e IL-2) foram observados em pacientes com COVID-19 que evoluiram para 6bito
em comparagdo ao subgrupo alta. Por outro lado, os niveis de GM-CSF foram
reduzidos em pacientes com COVID-19 que evoluiram para ébito em comparagao
com o subgrupo alta (Figura 11).
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Figura 11 - Analise dos mediadores imunoldgicos sollveis séricos em pacientes com COVID-19 grave
em admissdo na UTI, de acordo com o desfecho da doenca (alta vs 06bito). O concentragéo de
quimiocinas (CXCL8, CCL11, CCL3, CCL4, CCL2, CCL5, CXCL10), citocinas pro-inflamatérias (IL-1p,
IL-6, TNF, IL-12, IFN-y, IL-15, IL-17) , citocinas regulatérias (IL-1Ra, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13) e
fatores de crescimento (FGF-basico, PDGF, VEGF, G-CSF, GM-CSF, IL-7 e IL-2) foram quantificados
no soro amostras de pacientes com COVID-19 grave (n = 183) em admissdo na UTI (DO = linha de
base), categorizados ainda de acordo com o resultado da doenga, referido como “Alta” (¢, n = 97) ou
“Obito” (e, n = 86). A zona cinza representa o intervalo interquartil de referéncia (25°-75°) observado
para controles saudaveis pré-pandemia “HC” (n = 135). As medigbes foram realizadas por matriz de
microesferas de alto rendimento, conforme descrito na se¢cao Material e Métodos. Os resultados sao
expressos em pg/mL e apresentados como distribuicdo de dispersdo de valores individuais sobre
gréficos de barras, ressaltando o valor mediano em cada barra. Diferenc¢as significativas em p < 0,05
sdo indicados por asterisco (*) em relacdo ao HC e por linhas de conexao para comparacdes entre Alta

versus Obito.

Dentro deste contexto das diferencas de desfechos clinicos, analises prévias da
magnitude das alteracdes nos mediadores imunolégicos sollveis no soro demonstram
que CXCL10 (21x), IL-6(20x), CXCLS8; IL-1Ra (7x), IFN-y(5x), CCL3(4x) e CCL2 (3x)
alcancou a maior regulacao positiva em pacientes com COVID-19 que evoluiram para
obito, enquanto IL-6 (13x), CXCL10 (9x) e IL-1Ra; CCL3; IFN-y (3x) aumentaram em
menor magnitude em pacientes que evoluiram para alta (figura 10). Uma diminuicao
geral (<-0,4) de CCL11, IL-17, IL-5, GM-CSF e IL-7 foi observada em pacientes com
COVID-19, independentemente do resultado da doenca, com IL-4 (-0,3x) e IL-13 (-
0,2x) observados em pacientes que evoluiram para alta ou Obito, respectivamente,

como observado na figura 10.

5.3 Analise de correlacédo integrativa e redes de mediadores imunoldgicos

soltveis em amostras de soro de pacientes com COVID-19 grave

A interacdo entre mediadores soluveis séricos em pacientes com COVID-19 grave
foi avaliada por abordagens de biologia de sistemas com base em matrizes e redes
de correlagcdo abrangentes e os dados apresentados na Figura 12. Os resultados
mostraram que os pacientes com COVID-19 exibiram uma rede com maior grau
entropico com maior numero de conectividade central (n=46), caracterizado por um
forte centro de 8 mediadores imunes soluveis (CXCL8, CCL3, CCL4, CCL2, IL-1Ra,

IL-4, VEGF e G-CSF). Por outro lado, o HC apresentou uma rede com um pequeno
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aglomerado central formado por apenas 4 moléculas (CXCL8, IL-15, IL-17 e IL-4)
(Figura 12).

O perfil de rede de pacientes com COVID-19 que evoluiram para Obito revelou um
padrdo entrépico mais alto e com o centro de correlacao forte (CXCL8, CCL3, CCL2,
CXCL10, IL-1Ra, IL-4, VEGF e G-CSF), em contrapartida, foi observado em pacientes
com COVID-19 uma evolucédo para alta com aumento de: CXCL8 e IL-1Ra) (Figura
12).
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Figura 12- Matrizes de correlagao integrativa e analise de redes de mediadores imunoldgicos sollveis
séricos em pacientes com COVID-19 grave em admisséo na UTI. Matrizes de correlagao abrangentes
foram montadas com base nos escores “r’ de Pearson e Spearman entre quimiocinas, citocinas proé-
inflamatérias, citocinas e fatores de crescimento medidos em amostras de soro de pacientes com
COVID-19 criticamente doentes - "COVID" (e, n = 183) em admissao na UTI (DO = linha de base),
adicionalmente classificados de acordo com o desfecho da doenga: referidos como “Alta” (¢, n =97) ou
“Obito” (e, n = 86) e controles saudaveis pré-pandemia — “HC” (e, n = 135). Os mediadores solGveis
foram medidos por matriz de microesferas de alto rendimento, conforme descrito na secdo Material e
Métodos. As matrizes de correlagdo panoramica sédo mostradas como modelos de tridangulo com cada
intersecdo quadrada representando a pontuagéo de correlagao “r’ entre pares de atributos. Os escores

“r’ de correlagbes significativas (p < 0,05) séo representados por circulos de tamanhos proporcionais,
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escalados de -1 a +1 com gradiente para negativo (pontos vermelhos) e positivo (pontos azuis) de
acordo com a chave de cor fornecido na figura. Os quadrados brancos representam correlagcdées nédo
significativas. As redes foram construidas usando um layout baseado em excentricidade, considerando
todos as correlagdes. Os nos representam as quimiocinas (CXCL8, CCL11, CCL3, CCL4, CCL2,
CXCL10), citocinas proé-inflamatérias (IL-18, IL-6, TNF, IL-12, IFN-y, IL-15, IL-17), citocinas reguladoras
(IL-1Ra, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13) e fatores de crescimento (FGF-basico, PDGF, VEGF, G-CSF, GM-

CSF, IL-7 e IL-2). Bordas de conexao ilustram pontuagdes fracas/moderadas (“r’ entre |0,1 a 0,67|,

linhas finas cinza) e forte correlagédo (“r’ pontuag¢des = |0,67], linhas grossas coloridas) entre pares de
atributos. As correlagc6es negativas sédo sublinhadas por linhas tracejadas. Atributos sem correlacdes
fortes sdo distribuidos na periferia da rede. Mediadores solUveis séricos apresentados em pelo menos
5 correlag@es fortes sdo montadas no centro com o niimero de cada categoria e as conexdes entre elas

(conectividade central).

5.4 Linha do tempo cinética de mediadores imunoldgicos sollUveis séricos em

pacientes com COVID-19 grave

Com o objetivo de investigar ainda mais o perfil temporal de mediadores soluveis
séricos de pacientes com COVID-19 grave, uma analise transversal da linha do tempo
cinética foi realizada em quatro pontos de tempo consecutivos (Dias = D), incluindo:
DO (n = 183), D2-6 (n=99), D7 (n=80), D8-13 (n=50) e D>14 (n=65) ap0s admisséo na
UTI (Figura 13). A analise dos dados demonstrou uma tendéncia clara para uma onda
cinética bimodal de mediadores imunolégicos sollveis séricos em pacientes com
COVID, exceto para IL-13, TNF e IL-5. Picos em D2-6 e D8-13 foram observados para
quimiocinas (CXCL8, CCL11, CCL3, CCL4, CCL2, CCL5, CXCL10), citocinas proé-
inflamatdrias (IL-12, IL-17), citocinas reguladoras (IL-1Ra, IL-4, IL-9, IL-10) e fatores
de crescimento (FGF-basico, PDGF, G-CSF, IL-7 e IL-2). Por outro lado, o perfil
bimodal invertido foi observado para IL-6, IFN-y, IL-15, IL-13 e GM-CSF com vales

observados na linha do tempo cinética em D2-6 e D8-13 (Figura 13).
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Figura 13 - Linha do tempo cinética de mediadores imunolégicos sollveis em amostras de soro de
pacientes com COVID-19 grave. O perfil cinético de quimiocinas (CXCL8, CCL11, CCL3, CCL4, CCL2,
CCL5, CXCL10), citocinas pré-inflamatérias (IL-1B, IL-6, TNF, IL-12, IFN-y, IL-15, IL-17), citocinas
reguladoras (IL-1Ra, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL 13) e fatores de crescimento (FGF-basico, PDGF, VEGF,
G-CSF, GM-CSF, IL-7 e IL-2) foram avaliados em amostras de soro de pacientes com COVID-19 grave
(e, n = 183) por andlise transversal em quatro pontos de tempo consecutivos (Dias = D), incluindo: DO
(n = 183), D2-6 (n = 99), D7 (n = 80), D8-13 (n = 50) e D>14-36 (n = 65) apés admissédo na UTI. As
medi¢Bes foram realizadas por matriz de microesferas de alto rendimento, conforme descrito na sec¢do
Material e Métodos. Os resultados séo apresentados como grafico de linhas de valores medianos (+
10% da mediana) em cada ponto de tempo ao longo da linha do tempo cinética. A zona cinza representa
o intervalo interquartil de referéncia (25°-75°) observado para controles saudaveis pré-pandemia “HC”
(n=135). Diferencas significativas em p < 0,05 séo identificadas por asteriscos (*) em comparagédo com

“HC” e por hashtag (#) para o ponto de tempo imediatamente anterior.

O perfil cinético de pacientes com COVID-19 grave foi classificado e avaliado de
acordo com o desfecho da doenca, sendo alta ou 6bito. Os resultados demonstraram
gue os pacientes que evoluiram para 6bito apresentaram um aumento de acordo com
o tempo em quase todos os mediadores imunes sollveis em comparacdo aos
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pacientes que evoluiram para alta, exceto para IL-12, IL-5 e IL-13. E importante
resaltar que os niveis de PDGF foram significativamente menores em D2-6 em
pacientes que evoluiram para 6bito em comparagdo com pacientes que evoluiram
para alta. No entanto, CCL3, IL-15, IL-17, PDGF, VEGF e GM-CSF s6 apresentaram

diferencas em pontos de tempo anteriores até D7 (Figura 14).
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Figura 14 - Linha do tempo cinética de mediadores imunoldgicos sollveis séricos em pacientes
criticamente doentes com COVID-19, de acordo com o resultado da doenca. O perfil cinético de
quimiocinas (CXCL8, CCL11, CCL3, CCL4, CCL2, CCL5, CXCL10), pré-inflamatérias citocinas (IL-1p,
IL-6, TNF, IL-12, IFN-y, IL-15, IL-17), citocinas reguladoras (IL-1Ra, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13) e
fatores de crescimento (FGF-basico, PDGF, VEGF, G-CSF, GM-CSF, IL-7 e IL-2) foi avaliado em
amostras de soro de pacientes com COVID-19 grave (n=183), ainda categorizados de acordo com o
desfecho da doenca, referidos como “Alta” (, n=97) ou “Obito” (, n=86). A linha do tempo cinética foi
avaliada por analise transversal em quatro pontos de tempo consecutivos (Dias = D), incluindo: DO
(n=97;86), D2-6 (n=36;63), D7 (n=54;26), D8-13 (n=20;30), e D>14-36 (n=43; 22) apds a admissdo na
UTI. As medicdes foram realizadas por microesferas de alto rendimento conforme descrito na secéo
Material e Métodos. Os resultados sao apresentados como grafico de barras de valores medianos e
intervalo interquartii em cada ponto a ao longo da cinética de tempo de cada barra. Diferencas
significativas em p<0,05 séo identificadas pela hashtag (#) para comparacSes com 0 ponto
imediatamente anterior e por “§” para comparagdes entre os subgrupos “Alta” vs “Obito” em pontos de
tempo correspondentes.
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5.5 Panorama de mediadores imunoldgicos solUveis em amostras de aspirado
traqueal de pacientes com COVID-19 grave

A concentracdo de quimiocinas, citocinas pro-inflamatorias, citocinas reguladoras
e fatores de crescimento foram quantificados em amostras de aspirado traqueal de
pacientes com COVID-19 grave— “COVID”, em comparagdo com pacientes nao
infectados — “NI” sob ventilacgdo mecénica na UTI (Figura 15). Os resultados
mostraram um aumento mais restrito e seletivo de CXCL8, CCL2, IL-18, IL-1Ra, IL-9,
IL-10 e VEGF, bem como niveis diminuidos de IFN-y, IL-17, IL-5, e IL-2 em
comparacdo com NI (Figura 15). A magnitude das alteragbes nos mediadores
imunoldgicos solluveis do aspirado traqueal é mostrada na Figura 10, apresentada
anteriormente. Os resultados demonstraram que IL-10; IL-1B(4x) e CXCL10; CXCLS;
IL-1Ra(3x) exibiram os maiores incrementos de acordo com os valores medianos
observados no grupo controle NI. Por outro lado, IL-12(-0,3x) e IL-5(-0,2x)
apresentaram os menores valores de acordo com os valores medianos observados

para o grupo N, conforme foi observado na figura 10.
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Figura 15 - Panorama de mediadores imunol6gicos sollveis nas vias aéreas em amostras de aspirado
traqueal de pacientes com COVID-19 grave em admisséo na UTI. A concentracdo de quimiocinas
(CXCL8, CCL11, CCL3, CCL4, CCL2, CXCL10), citocinas pro-inflamatorias (IL-18, IL-6, TNF, IL-12,
IFN-y, IL-15, IL-17), citocinas regulatérias (IL-1Ra, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13) e fatores de crescimento
(FGF-basico, PDGF, VEGF, G-CSF, GM-CSF, IL-7 e IL-2) foram quantificados em amostras de
aspirado traqueal de pacientes com COVID-19 grave— “COVID” (m, n = 103 em admissao na UTI (DO
= linha de base), em comparacdo com pacientes nao infectados — “NI” ( m, n = 18). As medic¢des foram
realizadas por matriz de microesferas de alto rendimento, conforme descrito na se¢cdo Material e
Métodos. Os resultados sao expressos em pg/mL e apresentados como distribuicdo de disperséo de
valores individuais sobre gréaficos de barras, ressaltando o valor mediano em cada barra. Diferengas

significativas em p < 0,05 séo indicadas por linhas de conexao.

5.6 Perfil de mediadores imunes solUveis em amostras de aspirado traqueal de
pacientes com COVID-19 grave de acordo com o desfecho da doenca

O perfil de mediadores sollveis séricos em AT de pacientes em estado grave com
COVID-19 foi ainda caracterizado com base no desfecho da doenca: alta ou 6bito. A

analise dos dados demonstrou que os pacientes com COVID-19 que evoluiram para
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Obito apresentaram niveis significativamente mais baixos de citocinas pro-
inflamatérias IL-12, IFN-y, IL-17, citocinas reguladoras IL-4, IL-5 e fatores de
crescimento PDGF, IL-7 e IL- 2 em comparacdo com 0 subgrupo de alta. Por outro
lado, a citocina reguladora IL-10 foi a Unica molécula elevada em pacientes com
COVID-19 que evoluiram para 6bito em comparagdo com o desfecho de alta (Figura
16). Analises adicionais da magnitude das alteracdes nos mediadores imunolégicos
soluveis séricos demonstram que IL-10; IL1B(4x) e CXCLS; IL-1Ra(3x) alcancaram a
maior regulacéo positiva em pacientes com COVID-19 evoluindo para morte enquanto
CXCL10(5x), IL -1Ra (4x) e CXCLS; IL-10(3x) estavam aumentados em pacientes que
evoluiram para alta. Enquanto uma diminuicao (<-0,4) de IL-2, IFN-y, PDGF, IL-5 e IL-
12 foi observada em pacientes com COVID-19 que evoluiram para oObito, nenhuma
diminuicdo significativa foi observada em pacientes com COVID-19 que evoluiram
para alta, conforme foi observado na figura 10.
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Figura 16 - Perfil de mediadores imunolégicos sollveis nas vias aéreas em amostras de aspirado
traqueal de pacientes com COVID-19 grave em admissdo na UTI, de acordo com o desfecho da
doenga. A concentracao de quimiocinas (CXCL8, CCL11, CCL3, CCL4, CCL2, CXCL10), citocinas pro-
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inflamatérias (IL-1pB, IL-6, TNF, IL-12, IFN-y, IL-15, IL-17), citocinas regulatdrias (IL-1Ra, IL-4, IL-5, IL-
9, IL-10, IL-13) e fatores de crescimento (FGF-basico, PDGF, VEGF, G-CSF, GM-CSF, IL-7 e IL-2)
foram quantificados no aspirado tragueal em amostras de pacientes com COVID-19 grave - "COVID"
(n = 103) em admissdo na UTI (DO = linha de base), ainda categorizados de acordo com o resultado
da doenca, encaminhados como “Alta” (s, n = 37) ou “Obito” (m, n = 66). A zona cinza representa o
intervalo interquartil de referéncia (25°-75°) e foi observado em pacientes nao infectados “NI” (n=18).
As medic8es foram realizadas por matriz de microesferas de alto rendimento, conforme descrito na
secao Material e Métodos. Os resultados sdo expressos em pg/mL e apresentado como distribuicao de
dispersédo de valores individuais sobre graficos de barras, ressaltando o valor mediano em cada barra.
Diferencas significativas em p < 0,05 séo indicadas por asterisco (*) em relagdo ao NI e ligando as
linhas para comparagdes entre Alta versus Obito.

5.7 Matrizes de correlacdo integrativa e andlise de redes de mediadores
imunoldgicos soluveis em aspirado traqueal de pacientes com COVID-19 grave

As abordagens da biologia do sistema foram empregadas para construir matrizes
de correlacdo abrangentes ao lado de redes excéntricas para entender a
conectividade integrativa entre mediadores imunolégicos solaveis em aspirado
traqueal de pacientes com COVID-19 grave. Os resultados demonstraram que 0s
pacientes com COVID-19 apresentaram uma perda de conectividade central em
comparacao como grupo NI. Além disso, pacientes com COVID-19 que evoluiram
para 6bito apresentaram maior nimero de conectividade entre quimiocinas, citocinas
pré-inflamatérias e fatores de crescimento em comparacdo com pacientes com
COVID-19 que evoluiram para alta, que apresentaram nuamero consideravelmente

menor de conexdes sem participac¢ao de fatores de crescimento (Figura 17).
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Figural7-Matrizes de correlacdo de redes integrativas e andlise de redes de mediadores imunoldgicos
sollveis nas vias aéreas em aspirados traqueais de pacientes com COVID-19 grave em admissao na
UTI. Matrizes de correlagcdo abrangentes foram montadas com base nos escores “r’ de Pearson e
Spearman entre quimiocinas, pro-inflamatérios citocinas, citocinas regulatérias e fatores de
crescimento medidos em aspirados traqueais de pacientes com COVID-19 grave (m, n = 103) em
admissao na UTI (DO = linha de base), ainda classificados de acordo com o desfecho da doenca:
referidos como “Alta” (s, n = 37) ou “Obito” (m, n = 66) e pacientes n&o infectados — “NI” (m, n = 18). Os
mediadores sollveis foram medidos por matriz de microesferas de alto rendimento, conforme descrito
na secdo Material e Métodos. Matrizes de correlagdo panoramica sdo mostradas como triangulo em
modelos com cada intersecdo quadrada, representando a pontuagao de correlagdo “r” entre pares de
atributos. Os escores “r’ de correlagdes significativas (p < 0,05) sdo representados por circulos de
tamanhos proporcionais, escalados de -1 a +1 com gradiente para negativo (pontos vermelhos) e
positivo (pontos azuis) de acordo com a chave de cores fornecida na figura. Os quadrados brancos
representam correlagdes nao significativas. As redes foram construidas usando um layout baseado em
excentricidade, considerando todas as correlagdes significativas. Os nds representam o quimiocinas
(CXCL8, CCL11, CCL3, CCL4, CCL2, CXCL10), citocinas pro-inflamatorias (IL-1p, IL-6, TNF, IL-12,
IFN-y, IL-15, IL-17), citocinas reguladoras (IL-1Ra, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13) e fatores de crescimento
(FGF-basico, PDGF, VEGF, G-CSF, GM-CSF, IL-7 e IL-2). As arestas de conexao ilustram pontuacdes
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“r’ fracas/moderadas entre |0,1 a 0,67|, linhas finas cinzas) e fortes correlagdes (“r’ pontuagdes = |0,67],

linhas grossas coloridas) entre pares de atributos. As correlacdes negativas séo sublinhadas por linhas
tracejadas. Atributos sem correlagdes fortes séo distribuidos na periferia da rede. Mediadores soluveis
séricos apresentando pelo menos 5 correlagdes fortes séo montados no centro com o nimero de cada

categoria e as conexdes entre elas (conectividade central).

5.8 Cinética de mediadores imunoldgicos soluveis em amostras de aspirado

traqueal de pacientes com COVID-19 grave

A linha do tempo cinética de quimiocinas, citocinas pré-inflamatérias, citocinas
regulatorias e fatores de crescimento foi caracterizada em amostras de aspirado
traqueal de pacientes com COVID-19 grave por analise transversal em quatro
momentos consecutivos estudados apds a admissdo na UTI. A analise dos dados
mostrou que a maioria dos mediadores sollUveis apresentou distribuicdo bimodal

invertida, com vales em D2-6 e D8-13 e pico em torno de D7(figural8).
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Figura 18-Cinética de mediadores imunol6gicos sollveis nas vias aéreas em amostras de aspirado
traqueal de pacientes com COVID-19 grave. A linha do tempo cinética das quimiocinas (CXCLS,
CCL11, CCL3, CCL4, CCL2, CXCL10), citocinas pro-inflamatorias (IL-1pB, IL-6, TNF, IL-12, IFN-y, IL-15,
IL-17), citocinas reguladoras (IL -1Ra, IL-4, IL-5, IL 9, IL-10, IL-13) e fatores de crescimento (FGF-
bésico, PDGF, VEGF, G-CSF, GM-CSF, IL-7 e IL-2 ) foi avaliado em amostras de aspirado traqueal de
pacientes com COVID-19 grave (m, n = 103) por analise transversal em cinco pontos de tempo
consecutivos (Dias = D), incluindo: DO (n=103), D2-6 (n=37), D7 (n=19), D8 -13 (n=20) e D > 14-36
(n=19) apo6s admissao na UTI. Os resultados sdo apresentados como um gréafico de linhas de valores
medianos e intervalo interquatil em cada ponto de tempo ao longo da linha de tempo cinética. A zona
cinza representa o interquartil de referéncia intervalo (25°-75°) observado para pacientes ndo infectados
“NI” (n=18). Diferencas significativas em p < 0,05 s&o identificadas por asteriscos (*) em comparacao

com “NI” e por hashtag (#) para o ponto de tempo imediatamente anterior.
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Curiosamente, IL-10 apresentou uma distribuicdo bimodal oposta com picos em
D2-6 e D8-13. A analise dos mediadores imunes soluveis do TA também foi realizada
a luz do desfecho da doenca para alta ou 6bito. A analise de dados demonstrou que
0s pacientes com COVID-19 que progrediram para 6bito apresentaram niveis mais
baixos de CXCL10, IL-6, IL-12, IFN-y, IL-17, IL-4, IL-5, IL-10, PDGF, G-CSF, GM -
CSF, IL-7 e IL-2 em comparacdo com pacientes com COVID-19 que evoluem para
alta (Figura 19).
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Figura 19-Linha do tempo cinética de mediadores imunoldgicos sollveis nas vias aéreas em aspirados
traqueais em pacientes com COVID-19 grave, de acordo com o resultado da doenga. O perfil cinético
de quimiocinas (CXCL8, CCL11, CCL3, CCL4, CCL2, CXCL10), citocinas pro-inflamatorias (IL-18, IL-
6, TNF, IL-12, IFN-y, IL-15, IL-17), citocinas reguladoras (IL-1Ra, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13) e fatores
de crescimento (FGF-basico, PDGF, VEGF, G-CSF, GM-CSF, IL-7 e IL-2) foi avaliado em aspirados
traqueais de pacientes com COVID-19 grave (n = 103), categorizados ainda de acordo com o desfecho
doenga, referido como “Alta” (-,n=37) ou “Obito” (=, N=66). A linha do tempo cinética foi caracterizada
por analise transversal em quatro momentos consecutivos (Dias = D), incluindo: DO (n=37;66), D2-6
(n=10;30), D7 (n=06;13), D8-13 (n=03;18) e D>14-36 (n=07;12) apés admissao na UTI. As medigGes

foram realizadas por matriz de alto rendimento conforme descrito na secao Material e Métodos. Os
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resultados sao apresentados como grafico de barras de valores medianos e intervalo interquartil em
cada ponto ao longo da cinética de tempo. Diferencgas significativas em p<0,05 sédo identificadas pela
hashtag (#) para comparagdes com ponto de tempo imediatamente anterior e por “§” para comparagdes

entre os subgrupos “Alta” vs “Obito” em pontos de tempo correspondentes.
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6 DISCUSSAO

A pandemia desencadeada pelo SARS-CoV-2 e 0 aumento dos casos de
COVID-19 com risco de vida destacaram um papel crucial de uma resposta imune
eficaz/equilibrada do hospedeiro e o impacto destrutivo da desregulagdo imune,
podendo evoluir para quadros graves da doenca, sequelas e 6bito (FAJGENBAUM
e JUNE, 2020).

Houve um &vido debate sobre se o COVID-19 grave é de fato uma sindrome
de tempestade de citocinas (MEHTA & FAJGENBAUM, 2021). E indiscutivel, no
entanto, que a hiperinflamacdo € um componente-chave da COVID-19 grave,
geralmente associada a resultados ruins. Foi proposto que a “tempestade de
citocinas” € um evento multifatorial envolvendo niveis elevados de mediadores
imunolégicos circulantes (MEHTA & FAJGENBAUM, 2021).

N&o se sabe ou ndo ha consenso de qual citocina esta associada a resposta
protetora versus patogénica. No entanto, os mecanismos detalhados associados
a essa hiperativacao nao foram completamente caracterizados e as diferencas de
tempo no microambiente sistémico e das vias aéreas podem representar um
evento chave para entender a fisiopatologia do COVID-19. Com o objetivo de
melhor caracterizar esse fenébmeno, o presente estudo foi desenhado para
identificar possiveis biomarcadores com aplicacdo progndstica e auxiliar nas
intervencdes terapéuticas para o manejo da COVID-19. A hipétese geral é que os
perfis de mediadores solGveis e as mudancas nas amostras de soro e aspirado
traqueal diferem em tempo e magnitude em pacientes com COVID-19 de acordo
com o resultado da doenca.

Para testar esta proposta, 0s niveis de quimiocinas, citocinas pro-
inflamatorias/reguladoras e fatores de crescimento foram quantificados no soro e
aspirados traqueais de pacientes com COVID-19 grave em momentos distintos
(DO, D2-6, D7, D8-13 e D>14) na admissao a Unidade de Terapia Intensiva (UTI).
Nossos dados demonstraram que uma tempestade inflamatéria macica de
mediadores solluveis foi observada em pacientes com COVID-19 em niveis
aumentados em amostras de soro de pacientes com COVID-19. Além disso,
observou-se um aumento mais acentuado nos pacientes que evoluiram para 0bito
em relacdo aos que evoluiram para alta. Por outro lado, uma regulacéo positiva

mais restrita de mediadores soluveis foi observada em amostras de aspirado
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traqueal, indicando que os compartimentos sistémicos e locais divergem em seu
meio inflamatério/regulatorio.

Um perfil pro-inflamatério macico mediado por IL-1B, IL-6, TNF e IFN-y,
juntamente com niveis mais baixos de IL-10, foi uma caracteristica sistémica de
pacientes com COVID-19 grave. Por outro lado, um leve perfil pro-inflamatorio
mediado exclusivamente pelo aumento de IL-13, com niveis inalterados de IL-6 e
TNF e niveis mais baixos de IFN-y no microambiente regulado por IL-10, foi
destacado no compartimento das vias aéreas. A analise dos mediadores sollveis
de acordo com o desfecho da doenca demonstrou uma regulacdo positiva
adicional dos mediadores sollveis sistémicos em pacientes que evoluiram para
Obito. Por outro lado, no aspirado traqueal, niveis mais baixos de mediadores
soluveis foram encontrados em pacientes que evoluiram para 6bito. A analise da
magnitude das alteracbes dos mediadores sollveis corrobora ainda mais as
diferencas entre a resposta imune compartimentalizada sistémica e das vias
aéreas. Esse fendmeno foi consistentemente observado ao longo do seguimento
do paciente.

Particularmente, os genes que codificam as citocinas CXCL8 (IL-8) IL-18 e IL-
6 mostram uma expressao marcadamente alta em infec¢cdes por MERS-CoV (LAU
et al.,, 2013) e SARS-CoV-2 (SAMSAMI et al., 2022). De acordo com nosSs0S
achados, estudos anteriores avaliando amostras de soro individuais de pacientes
com COVID-19 revelaram uma inflamagcdo aumentada e generalizada,
caracterizada por um aumento significativo nos niveis circulantes de IL-6, IL1RA,
CXCL8 (BLANCO-MELO et al., 2020).

A elevacéo significativa de CXCL8, que é um mediador classico de ativagéao de
neutroéfilos e quimioatrativo, indica a presenca dessas ceélulas polimorfonucleares
como impulsionador fundamental da imunopatogénese no COVID-19 (Cesta et al.,
2022). De acordo com essa hipotese, os neutrofilos foram encontrados como
importantes causadores dos eventos trombaoticos morbidos e COVID-19 grave pela
formacdo de armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETS) (ZUO et al., 2020).
De fato, o TNF na COVID-19 é mediado diretamente pelo SARS-CoV-2 (VERAS
et al., 2020). Embora todos esses estudos preliminares tenham sido realizados
com um numero limitado de amostras de pacientes, nossos achados concordam

com esses relatos, demonstrando uma producdo robusta da quimiocina de
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neutréfilos CXCL8 como um mediador universal de COVID-19 nos compartimentos
sistémicos e das vias aéreas. Assim, os achados atuais e anteriores séo indicativos
de que o eixo CXCL8-neutréfilo seria um alvo putativo para intervencdes
terapéuticas (CESTA et al., 2022).

Em relagéo a citocina pré-inflamatoria IL-1p, conjunto de dados demonstraram
resultados controversos com diferencas néo significativas (BLANCO-MELO et al.,
2020) ou niveis aumentados em pacientes com COVID-19 (BERGANTINI et al.,
2022).

Nossos achados indicaram niveis elevados de IL-13 apenas sistemicamente
em pacientes com COVID-19 e nenhuma significancia foi encontrada nas vias
aéreas ou quando grupos com resultados distintos foram comparados. As
divergéncias observadas entre os estudos anteriores e 0S nossos podem ser
decorrentes do menor tamanho amostral em estudos anteriores e dos vieses de
idade e género. No entanto, o papel da IL-13 ndo pode ser descartado ou
desconsiderado. Niveis significativamente elevados de modulador de IL-1p, IL-
1RA, foram encontrados em pacientes com COVID-19 em amostras de soro e
aspirado traqueal, o que poderia explicar parcialmente os niveis mais baixos de IL-
18 no compartimento das vias aéreas. A IL-1RA foi surpreendentemente
aumentada em estudos anteriores (BLANCO-MELO et al., 2020), trazendo um
potencial biomarcador universal para o acompanhamento do COVID-19. Além de
participar da cascata do inflamassoma e dos mecanismos pro-inflamatorios, foi
proposto que a IL-1p desencadeia a expressao aumentada do co-receptor SARS-
CoV-2 TMPRSS2, facilitando a entrada nas células do virus por meio de
mecanismos envolvendo o p38 MAPK-GATAZ2 vias (CIOCARELLI et al., 2021).
Portanto, estudos adicionais em humanos e modelos de camundongos ainda séo
necessarios para desvendar o papel da IL-1p durante COVID-19 grave.

Nossas descobertas fornecem evidéncias de que, embora uma tempestade
macica seja provocada sistemicamente, deficiéncias e lacunas na resposta imune
local estdo, de fato, associadas a um prognaostico ruim em pacientes com COVID-
19 grave. O viés regulatdrio mediado por IL-10 no compartimento das vias aéreas,
com ambiente proé-inflamatério restrito, pode orquestrar essas lacunas e
deficiéncias, levando a um resultado fatal. Em contraste com nossos achados, para
SARS-CoV-2, niveis aumentados de IL-10 no soro de pacientes com COVID-19
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foram relatados e observados aqui, colocando essa citocina como possivel
biomarcador em relacédo a gravidade da doenca (CHEN N, ZHOU M, DONG X, QU
J, GONG F, HAN Y et al., 2020). Os resultados opostos podem estar associados
ao momento em que esta citocina foi medida. De fato, nossos achados mostram
que a IL-10 apresentou cronogramas cinéticos Unicos em amostras de soro e
aspirado traqueal. Essa citocina regulatoria apresentou distribuicdo bimodal com
picos em D2-6 e D8-13 e queda em D7 tanto para aspirados tragueais quanto para
amostras de soro.

Tendo em vista o papel da IL-6 no desencadeamento da patologia associada,
varias propostas terapéuticas tém sido avaliadas para bloquear as vias de inducao
desta citocina. Estudos preliminares indicam que o Tocilizumab (anticorpo
monoclonal humanizado recombinante) seria capaz de melhorar imediatamente a
evolucdo clinica em pacientes criticos com COVID-19, devido ao bloqueio da
resposta febril e inflamatoria desencadeada pela IL-6, sendo um tratamento eficaz
para reduzir a mortalidade (XU et al., 2020), reduzindo a necessidade de ventilac&o
mecanica e nao invasiva (HERMINE et al., 2020). O tocilizumab, um inibidor de IL-
6, foi usado no estudo de Xu e colaboradores no tratamento de 21 pacientes com
COVID-19 em estado critico. Todos os pacientes apresentaram alta taxa de IL-6
antes da intervencdo. A maioria apresentou melhora clinica de sintomas como
hipoxia e alteracdes na opacidade da tomografia computadorizada (TC)
imediatamente apds o tratamento, sugerindo que esta poderia ser uma terapia
eficiente para o tratamento da COVID-19.

Recentemente, uma investigacdo com uma grande coorte de pacientes prop6s
que os niveis séricos de IL-6 e TNF devem ser considerados no manejo e
tratamento de pacientes com COVID-19 para estratificar ensaios clinicos
prospectivos, orientar a alocagcdo de recursos e informar oportunidades
terapéuticas (DEL VALLE et. al., 2021). No presente estudo, os niveis de IL-6 e
TNF foram significativamente elevados no soro, mas nao nas vias aéreas,
sugerindo que o microambiente das vias aéreas altamente regulado pode controlar
esses dois mediadores inflamatoérios. Portanto, embora promissores, esses dois
mediadores devem ser considerados cuidadosamente como alvos para a terapia
de COVID-19 com anticorpos monoclonais anti-1L-6 e anti-TNF.

Em relacdo a via do interferon, polimorfismos especificos em genes

relacionados a citocinas estdo fortemente associados ao desfecho da doenca,
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como os genes relacionados ao interferon (PAIRO-CASTINERA et al., 2020).
Investigacdes recentes mostraram que um pior prognostico para COVID-19 esta
intimamente associado a polimorfismos em genes relacionados a producédo de
IFN-y e IL-12. De fato, nossos resultados mostram niveis mais baixos de IFN-y nas
vias aéreas de pacientes criticos com COVID-19 e niveis mais baixos em pacientes
que evoluem para o Obito, o que estd de acordo com o papel protetor dos
interferons em infeccdes virais (Blanco-Melo et al., 2020). Além disso, a alta
expressdo da subunidade do receptor de interferon IFNAR2 esta associada a
COVID-19 leve, indicando que o perfil pro-inflamatério das citocinas € importante
para o desfecho da doenga em COVID-19 (PAIRO-CASTINERA et al., 2020;
OLIVEIRA-PAIM et al., 2021).

Embora o perfil imunolégico grave da COVID-19 tenha sido inicialmente
investigado, uma linha do tempo de eventos imunolégicos ndo foi tracada
especificamente, e ainda néo se sabe o melhor momento para a acao de citocinas
usando tratamentos especificos. Na presente investigacao, dois padrées cinéticos
de mediadores soluveis foram observados em pacientes com COVID-19.

Enquanto uma distribuicdo bimodal é observada no soro de pacientes com
COVID-19, um pico unimodal em torno de D7 é observado na maioria dos
biomarcadores solGveis em amostras de aspirado traqueal de pacientes criticos,
corroborando a tempestade de citocinas divergente nos compartimentos sistémico
e das vias aéreas. As ferramentas de biologia de sistemas demonstraram ainda
que o COVID-19 exibe redes de mediadores solUveis excéntricos distintos em
comparacao com os controles, com perfis opostos observados no soro e aspirados
traqueais.

Independentemente do microambiente sistémico ou compartimentalizado, as
redes de pacientes que evoluiram para Obito estavam ligadas a um centro
altamente integrado e pro-inflamatorio/rico em fatores de crescimento. Por outro
lado, os pacientes que evoluiram para alta apresentaram redes de arquitetura
central fraca, com menor numero de conexdes de vizinhanca e aglomerados de
citocinas pro-inflamatérias e moléculas reguladoras. Em suma, esta investigacéo
com tamanho de amostra robusto obteve um instantdneo abrangente das
divergéncias sistémicas e locais que mostraram claramente as distintas respostas
imunes impulsionadas pelo SARS-CoV-2 desde a sua admissédo de pacientes com
COVID-19 grave.
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DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Participag3o do Sistema Renina Angiotensina na fizsiopatologia da infecgo humana
pelo novo coronavirus (COVID-19)

Pesquisador: CHRISTIANE BECARI

Area Tematica:

Versdao: T

CAAE: 30816620.0.0000. 5440

Instituigdo Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da USP -

F‘atrc*:in ador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Mimero do Parecer: 4 657 669

Apresentagdo do Projeto:
Trata-ze de emenda ao projefo de pesquisa conforme carta datada de 12 de Abril de 2021.

Resumo:

A atual pandemia & decorrente da infecgo humana pelo nove coronavirus (Sars-Cov-2), gque causa a
doenga COVID-19. O virus € transmitido principalments por meio de goticulas, secregdes respiratdrias e
contato direto. Seus principais sintomas sdo febre, tosse, cefalsia e, raramente, hiperémese e diaméia.
Pacientes idosos que apresentam comorbidades tais como hipertensio, diabetes, doengas pulmonares,
cardiacas, renais, apresentam uma taxa de mortalidade mais elevada, podendo chegar a 20,2% em idosos
acima de B0 anos. Dados da iteratura medica mostraram que a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA-
27 & o receptor funcional do virus Sars-Cov-2, responsdvel pela COVID-19. & ECA-2 & expressa no sistema
gastrointestinal, coragdo, rim & nos pulmdes, e & uma enzima do sistema renina angictensina (SRA)
responsavel pela formagdo de angiotensina (Ang) 1-9 e Ang-1-7. Acredita-se que dois eixos principais
modulam o SRA. um eixo composto por enzima conversora de angiotensina

(ECA), Ang Il e receptor AT1 (AT1R), e outro eixo composto por ECA-2, Ang 1-7 e o receptor MAS. & ECA-2
atua principalmente contrabalancando o efeito da ECA. O uso de drogas classicamente utilizadas para
tratamento de hipertensdo e ocutras doengas relacionadas ao SRA como o3
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inibidoras da ECA (IECA) e antagonistas dos AT1R podem aumentar a expressdo de ECA-2 g, assim, talvez
aumentar a suscetibilidade do paciente

a entrada e propagagio de células hospedeiras virais. Ainda ndo esta claro se a utilizagio dos IECA ou
antagonista do AT1R pode diminuir ou agravar lesdes pulmonares causadas pelo novo coronavirus.
Portanto, o significado da expressdo de ECA-Z e dos componentes do SRA na patogénese, na gravidade e
mortalidade de COVID-19 ainda ndo & completamente conhecido. Estudos mostraram que o Sars-Cov-2,
apos se ligar @ ECA-2, induz lesdo celular inicialmente pelo efeito citopatico viral direto e, sequencialmente,
danos adicicnais s&o causados pela ativagdo intensa das citocinas inflamatérias. Em conjunto, o presents
projeto pretende investigar quais alteragdes ocorrem no SRA, nos mediadores inflamatdrios, nas
metaloproteinases, no dxido nifrico & nas microparticulas em pacientes ndo graves e graves infectados pelo
COVID-19. Além de avaliar se a utilizagBo prévia e crénica dos inibidores do SRA (inibidores da ECA e
antageonistas do receptor AT1 de angictensina) podem interferir na evolugdo clinica da doenga e no perfil do
componentes do SRA, mediadores inflamatorics, metaloproteinases, dxido nitrico & microparticulas em
pacientes menos graves e graves intemados com COVID-19 no Hospital da Clinicas de Ribeirdo Preto-
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - Universidade de S&o Paulo (HCRP-FMRP-USP).

Hipditese:

A ligagio do virus SARS-Cov-2 & enzima conversora de angiotensina 2 (ECA-2) diminui a atividade desta
enzima, levando ac desbalango no sistema renina angiotensina o que resultaria na diminuigo do eixo
vasodilatador (ECA2/Angictensinal-7/ receptor MAS) e aumento do eixe vasoconstritor
(ECA/Angictensinallreceptor de angiotensina AT 1), favoreceria a inflamacdo, e reduziria a liberagdo de
dxido nitrico & aumentaria as metaloproteinases. Essas alteragBes favoreceriam a les&o pulmonar, o gue
resultaria no agravamento da condigdo clinica do paciente com COVID19.

Justificativa da Emenda:

Ribeirdo Preto, 12 de Abril de 2021 lima. Dra. MARCIA GUIMARAES VILLANOVA Coordenadora do Comité
de Etica em Pesquiga do HCFMRP-USP. Ref.: Carta de emenda ao CEP Venho por meio desta solicitar ao
Comité de Efica em Pesquisa do HCFMRP-USP & da FMRP-USP a insercio dos membros Vinicius Flora
Dugaich (431.965.425-58), Daniely Franco Francigco (373.273.658-00), Juliano Vilela Alves (CPF:
690.906.101-20), Rafasl Menezes da Costa (CPF: 036.930.781-06), Josiane
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Fernandes Silva {CPF: 075.110.1386-27), Mirele Resende Machado (CPF: 040.010.261-71), Daniel
Rodrigues (CPF: 428.908.568-79) como parte da eguipe do projeto de pesguisa “Participagdo do Sistema
Renina Angictensina na fisiopatologia da infecgio humana pelo novo coronavirus (COVID-19)" na
plataforma Brasil. Ressalto que nenhuma outra alteragdo foi realizado no corpo do projeto, somente a
inclusdo dos pesquisadores citados acima na nova versdo 7. Cordialmente, Dra. Christiane Becari
Laboratorio de Doengas Cardiovasculares e Fungo Endotelial Departamento de Cirurgia e Anatomia FMRP
-UsP.

Objetive da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Comparar oz companentes do sistema renina angiotensina, mediadores inflamatdrios, metaloproteinases,
nitrito & nitratos e microparticulas em pacientes menos graves & graves internados com COVID-19 no
Hospital da Clinicas de Ribeirdo Preto- Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - Universidade de Sao
Paulo (HCRP-FMRP-USP).

Objetivo Secundario:

1. Analisar oz dados clinicos, demograficos e varigveis respiratorias e cardiovasculares em pacientes menos
graves e graves intemados com COVID19 no HCRP-FMRP-USP.2. Investigar os componentes do sistema
renina angictensina, (renina, ECA, ECA-2, aldosterona, carboxipeptidases e os peptideos Ang 11, Ang 1-7,
Ang |, Ang IV, Ang 1-9) nos pacientes menos graves e graves intemados com COVID-19 no HCRP-FMRP-
USP. 3. Avaliar se a utilizagio prévia e crinica dos inibidores do SRA (inibidores da ECA e antagonistas do
receptor AT1 de angiotensina) interferem na evolugéo clinica e nos componentes do SRA nos pacientes
menos graves e graves com COVID-19 atendidos no HCRP-USP. 4. Quantificar a ECA-2 plasmatica e
relacionar com a gravidade dos pacientes internados com COVID-19 no HCRP-FMRP-LUSP. 5. Avaliar os
mediadores inflamatorios e fatores de crescimento no plasma dos pacientes menos graves e graves
intemados com COVID-19 no HCRP-FMRP-USP. 6. Avaliar as metaloproteinases e nitritos e nitratos no
plasma dos pacientes menos graves e graves intemados com COVID-19 no HCRP-FMRP-USPE. 7. Realizar
andlise fenctipica das microparticulas para determinago da sua origem celular nos pacientes menos graves
e graves com COVID-19 atendidos no HCRP-USP.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Riscos:

Os riscos esperados envolvem o manuseio de dados de identificagfo dos participantes e com
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relacio a coleta de sangue. Quanto ao primeiro serSo tomadas todas as medidas para se preservar o sigilo
e a confidencialidade dos dades. Os dados serdo acessados apenas pelos pesguisadores cadastrados e
todas as formas de comunicagdo clentifica dos resultados previstas ndo levardo qualguer dado que possa
identificar algum participante. Quanto & coleta de sangue, podera ocorrer dor local ou formagdo de
hematoma. Para diminuir estes riscos, funcionarios experientes (técnicos de pesquisa, laboratario e
enfermeiras) realizardo as coletas.

Beneficios:

Osg pacientes que participarfio desse estudo irdo contribuir para ¢ entendimento da doenga e nortear o
tratamento de COVID-19, visto que na literatura ainda n&o existem tratamentos preconizados com nivel de
evidéncia robusto.

Comentarios & Consideragies sobre a Pesquisa:

Metodologia Proposta:

AVALIACAC CLINICA E LABORATORIAL GERAL Serdo consultados através de prontuario eletrinico a
historia clinica, sinais vitais como pressdo arterial e frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria, saturagio
de oxigénio por cximetria de pulso, a relagio do PaO2iFiO2, avaliagio de faléncia de drgfos pelo score
SOFA (variando de 0 a 4, onde 4 & a pior evolugdo), raic X de torax, tomografia de tdrax e exames
laboratoriais como hemograma, proteina C reativa, gasometria arterial, enzimas hepaticas, glicose,
eletrdlitos, uréia, creatining, bilirubinas, albumina, femitina, dimeros D, TP, TTPA, fibrinogénio, culturas de
provaveis focos infecciosos, dosagem de componentes do SRA (Ang I, Ang 1-7, renina, aldosterona, ECA,
ECA-2), mediadores inflamatdrios (perfil inflamatdrios) nitritos e nitratos, fatores de coagulagdo e
crescimento, atividade das metaloproteinases (MMP-2 e MMP-9) e microparticulas. Além disso, sera
realizada a andlise da proporgdo de pacientes que progridem para cura ou morte, frequéncia de efeitos
adversoz, medicagdo utiizada. Todas essas medidas serdo realizadas no dia da internac&o (dia 1), 7 dias e
14 dias de internagdo ou alta/ébito em todos os pacientes participantes do estudo AMALISES
LABORATORIAIS ESPECIFICAS: As andlises laboratoriais especificas serfio realizados pelo grupo da Profa
Cra. Christiane Becar. O espato fisico do laboratario de biosseguranga 3 do Prof. Dr. Eurico de Amuda Neto
sera utilizado para processar o aspirado. As amostras de sangue, urina e aspirado serdo processados e
amazenados em biorepositorio. Coleta de Sangue: sera realizada através de veia periférica (10mL) gue
serdo distribuides em aliquotas: 1- tubos os plasticos contendo citrato de sodio

(2mg/mL de sangue, para as analises do SRA), 2- tubo contendo EDTA (fenotipagem linfocitaria -
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hemograma), 3- Dosagens bioguimicas de rotina através de ensaios padronizados incluindo glicemia, ureia,
creatinina & provas de atividade inflamatdria. O sangue sera centrifugado a 1000xg, por 15 minutos, a
temperatura ambientz, & o plasmalsoro amazenado & -700C até o momento das andlises. Deve-s2 ressaltar
que todas as amostras serdo processadas em laboratorio com nivel de biosseguranga 2. Serdo realizadas
diferentes abordagens laboratoriais para entender as alteragdes que a COVID-19 induz nos pacientes. Para
caracterizar a participacio dos diferentes componentes do SRA através de andlises de atividade da ECA,
ECA-2, renina, radioimunosnsaio (ELISA) para Ang Il, Ang 1-7 & mediadores inflamatdrios e proteases de
coagulagio, zimografia para quantificar as metaloproteinases, analise do nitrito & nitrato para avaliar se a
infecco altera a via do oxido nitrico. Atividade da ECA: A atividade da ECA plasmatica sera determinada
pelo método fluorimétrico (LEITE; SALGADO, 1992), utilizando Hip-His-Leu como substrato. Ensaio de
imunoabsorgio enzimatica (ELISA): Serdo analisadoz os mediadores inflamatorios {ncluem EGF, IFNy,
intereucina (IL}-1alfa, IL-1B, IL-1RA, IL-2, IL3, IL-4, IL-5, IL-8, IL-10, IL-17A IL-1B, MIP-1B, THFa, TNFb,
TGFalfa, MIP-1a/CCL3, MIP-1/CCL4, MCP) e fatores de crescimento VEGF, FGFbasic, PDGF, GM-CSF e
G-CSF), no plasma por ELISA. O protocolo sera feito conforme instrugdoe dos kits de quantificacde (RnD
System). Eases

citocings e quimiocings foram escolhidas por estarem relacionadas com o processo inflamataria em geral.
Além disso, queremos entender uma possivel relacdo entre eases mediadores e o SRA em pacientes
infectades com COVID-19. A concentragdo de Ang Il, Ang 1-7, renina também serdo quantificados no
plasma conforme instrugdo da fabricante dos conjuntos de ELISA (Cayman & US biclegical,
respectivamente).Quantificagdo de Metaloproteinases por Zimografia: A guantificagio das
metaloproteinases sera realizada em plasma obtidas de pacientes através da técnica de zimografia.
Quantificagdo de dxido nitrico: sera feita a quantificaco de nitratos (NO3-) e nitrites (NC2) através do
métode de quantificago indireta do NO.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

Todos os termos da emenda foram devidamente apresentados ao CEP.

Recomendagdes:

Hao ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

O CEP analisou & aprovou a emenda referente a inclusdo de pesguisadores bem como o Projeto de
pesquisa- versdo 7 data 12/04/2021.
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Consideragdes Finais a critério do CEP:
Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas | PE_INFORMAGCOES_BASICAS_ 173440 12/04/2021 Aceito
do Projeto 2 ES.pdf 14:15:45
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ANEXO Il - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

TEREMO DE CONSENTIMENTO LIVEE E ESCLARECIDO E PARA GUARDA DE
MATERIAL BIOLOGICO

Titulo da pesquisa:“Participacio do Sistema Fenina Angiotensina na fisiopatologia da infeccdo
hutnana pele nove coronavinus (COVID-197°

Pesquisadores responsaveis:
o Profa Dra. Maria Auxiliadera Martins, Divisdo de Medicina Intensiva, Departamento de
Crrurgia e Anatomia, Hospital das Clinicas da FMEP-USP - Telefone de contato: (16)3602-
2439 ou (16) 98126-8570;
o Profs Dra Christiane Becari, Departamento de Cirurgia e Anatomia, Hospital das Clindcas
da FMEP-USP - telefone de contato: (16)3602-3297 e (16) 98129-8433.

O (a) senhor(a) estd zendo convidado(z) a participar, como voluntario, em wna pesquisa. Apds ser
esclarecido(a) sobre as informacbes a segoir, no caso de aceitar fazer parte deste estudo, assine ao
final deste documento em duas vias. Caso ofa) senhor(a) ndo aceite participar da pesquiza, nio serd
penalizado(a) de forma alguma e seu atendimento n3o serd prejudicado no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de 880 Paule (HCFMEP-TISP).

O ohjetivo da pesquiza & entender melhor como acontece a doenga pelo novo coronavirus: | chamads
de COVID-19, e como ela altera diferentes partes do Sistema Renina Angiotensina (SEA), que age
£t 10330 sangue para controlar nossa press8o arterial e também altera nossa saide de varias formas,
como agindo em hnossos pulmbes, rins e vasos sanguineos (artérias e veias). Casc concorde em
participar, o (a) senhor (2) nos permitira coletar sangue, por volta de 20mL (2 colheres de zopa),
urina {10ml) e secrecio das vias respiratdrias (pequena quantidade de secrecl3o proveniente dos
pulmées). Esta dltima serd coletada através de aspiragdo pele tube tragqueal, apenas para pacientes
em ventilacio mecinica (respiracdo através de aparelho), durante os cuidados respiratérios diarios.
Este material sera coletado preferencialmente durante a coleta de sangue para os exames de rotina
definidos pela equipe médica que o (a) avalia diariamente, ou zeja, nio havers, provavelmente a
necessidade de tomar picadas de agulha a mais. A coleta de sangue serd feita a partir de uma veia do
zen brago, no momento da internacio. outra daqud a 2, dagqud a 7 e dagud a 14 diaz. Em seu sangue &
urina vamos dosar substdncias que nos falam sobre a presenca de lesfc nos vasos sanguinecs, no
pulmino & sobre inflamacio no corpo. Essas substdnecias s8o o oxido nitrico, metaloproteinases e
componentes do sangue responsavels pela coagulagio (zistema que controla o sangramento). Além

Babrica do peaquizader

Rubrica do participante/respons avel
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dizzo, teremos acesso as informacbes sobre sew estado de saide todos os dias. Para isso,
consultaremos seu prontudario médico, para verificar as anotages feitas pela equipe médica que
avalia o (2) senhor (2) todos oz dias e seus exames laboratoriais.

Vamos fazer az coletas enquanto o (a) senhor (3) estiver internado ouw em consulta médica, entdo
ofz) senhor(z) nio gastard nada para parficipar deste projete. Como possivels riscos de sua
participago no estudo, a coleta de sangue podera causar uma dor leve e pode deixar um hematoma
(marca roxa) no local da picada Funcionsrios experientes do local (técmicos de pesquisa,
laboratorio e enfermeiras) realizarfio coletaz de zangue para diminuir este rizco. Os investigadores e
o pesszoal do estudo estio empenhados em assegurar a confidencialidade e a privacidade dos seus
dados pessoais da pesquisa, de acordo com as regras do Brasil Seu nome serd substitnido por um
codigo numérnico especial de identificacio do participante (INIP). O codigo serd usado em todas as
suaz amostraz e documentos do estudo para proteger a sua identidade. A conexdo entre seu codigo e
zen nome serd guardada em local trancado, localizado neo centro do estudo, e separado de sew
prontudrio. Os arquivos em papel também serio mantidos em local guardade a chaves dentro do
centro da pesquizsa.  Os arquivos eletrdnicos serfo protegidos por senhas. O acesso a todas as
informacdes do estudo ficara limitado a3 pessoas que trabalham no estudo. Nenhum dado eserito ou
publicado sobre este estudo mencionard seu notme.

Esza pesquiza ndo trard beneficio direto para o (a) senhor (a) e ndo havera gualguer valor
econdmico, a receber ou a pagar, pela sua participacio. Porém os beneficios esperados dessa
pesquizsa s3o um melhor entendimento da deenpa COVID-19 e assim podera ajudar no
dezenvelvimento de umn tratamente desta doenca, o que ainda nfo existe. Asszim, esperamos que 2
sociedade sera beneficiada com este estudo com sua ajuda

Sua participagio nesta pesquisa € voluntaria e o (&) senhor (a) tem liberdade de deixar de participar
a qualquer momento, & s6 avisar algum dos pesquisadores. Casoc ndo aceite participar o seu
tratamento no hospital zerd o mesmo.

Serd mantido sigilo absoluto dos dados obtidos individualmente neste estudo, para assegurar a
privacidade dos participantes. Casc o (a) senhor (a) se sinta prejudicado em participar desta
pesquisa, ofa)senhor(a) podera buscar indenizacio de acordo com as normas vigentes no pais.

O pesquisadores estarfo disponiveis para qualguer divida a qualguer momento durante o estudo e

0 31, (2) tetm a garantia de acesso aos resultados da pesquiza.

Bubrica do pesquizader
Fashmica do participants responsae]

Termo de Conssntimenta Livre @ Esclarecido para Guarda de Mserial Eiologico
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Eszsta peaquiza estd vinculada ao bicrrepositoric denominado: “Participacio do Sistema Fenina
Angictensina na fisiopatologia da infecgBo humana pelo nove coronavimus (COVID-19)". Neste
biorrepositorio serdo anmazenadas amostras de sangue e uring, até a realizacdo dos testes do estudo.
As amopstras de secrecdo respiratoria serfo processadas e armazenadas, até o momento das analises,
no laboratorio de virologia da FMRP-USP (certificado de biosseguranga-3). Estas amostras de
gecrecdo respiratéria serfo utilizada: exclusivamente para este estudo nic havendo retenclo para
pesquizas fituras.

Az suas amostras nfc serdo vendidaz ou usadas diretaments para a produgdo de produtos
comerciais. As amostras serfio armarzenadas por dez anos. No futurc, se um pesquizador desejar
fazer um novo estudo naz amostraz guardadaz no biorepositorio, ele ou ela deverd redigir um
projeto, que passara pela analize e aprovagio dos membros do estudo, pelo Comité de Etica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Eibeirfio Preto da Universidade de 530 Paulo
(CEP-HCFMRP-USP) e, se necessério, pela Comissio Nacional de Etica em Pesquisa do Brasil
(CONEP). O biocrrepositorio ficara localizado no endereco abaixo:

Laboratorio de Doengas Cardiovasculares, Faculdade de Medicina de Eibeirfio Preto — USP, Bloco
C, Campus Universitario - Monte Alegre Ribeirio Preto — SP/CEP: 14042-900

Responsavel: Profa. Dra Christiane Becari; Telefone: (167 3313-3207.

O horario de funcionamento do Laboratorio & de segunda a sexta-feira, das 02:00 as 12:00h

AUTORIZACAO PARA ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS DOS PARTICIPANTES
DA PESQUISA
Leia cuidadosamente a declaracio abaixo e escreva as suas iniciais no espaco apropriado.
Dou permizzfio para que as minhas amostras de sanoue e urina sejam armarzenadas para uso em
estudos fituros aprovados pelas agéncias brasileiras de regulacio CEP/CONEP.

SIM[ | NAO[ | __ Tniciais
Solicitamos também oz dados de contato do () senhor (2), para que seja possivel encontra-lo(a)
posteriormente. Atraveés dos contatos, garantimos fornecer as informacfes de seu interesse, além de
receber eventuaiz beneficios provenientes do estudo com zeu material biologico. Também
zolicitaremos sua autorizacio, se necessario, para o descarte do material armazenado caso tenhamos
feito todas a pesquisa pretendida em menos de dez anos, ou o interesse de pesquisa nessa area se
esgote.
Declaratnos para oz devidos fins que a cada nova pesquiza o Sr. (2) serd contatado para a utilizacio

do zen material biologico armazenado neste biorrepositorio, e também a nova pesquiza serd
Fabrica do pesquizador
Butwica do participante responsavel
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submetida 4 aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) institucional e, quando for o caso, da
Comissio Nacional de Etica em Pezquisa (CONEP).

Caso tenha dividas sobre aspectos éticos desta pesquisa, o (2) senhor (a) também poderd entrar em
contato com o Comité de Etica em Pesquiza do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirio Preto-USP. Um Comité de Etica em Pezquiza (CEP) é composto por um grupo de pessoas
que sdo responsdvels por supervisionarem pesquisas em seres humanos que sdo realizadas na
institnigdo e tem a funcio de proteger e garantir os direitos, 2 seguranca e o bem-estar de todos o3
participantes de pesquisza que se voluntariam a participar da mesma O CEP do Hospital das
Clinicaz e da Faculdade de Medicina de Ribeirfo Preto € localizado no subzolo do hospital e
funciona de segunda a sexta-feira, das 5:00 as 17:00hs, telefone de contate (016) 3602-2228.

Solicitamos seus dados de comtato e sua assinatura tendo recebido as informactes acima para
confirmacio de aceitacdo de participacio. Também afirmamos gue vma via deste documento,
devidamente azsinada e rubricada, zerd entregue ao senhor.

Eu li este termo de consentimento livre e esclarecido (ou me explicaram esse terme), todas as
minhas dividas/perguntas foram esclarecidas e eu concordo em participar deste estudo.

Dados do participante:

MNome: . RG: i
Enderego: a7 :
Bairro , cidade , telefone

Abaixo também szeguem os dados de contato do pesquizador responsivel, cazo o () senhor (a)
tenha alguma divida posteriormente.

Nome do participante:

Assinatura: data:

Nome do pesquisador:

Assinatura: data:

Dados do responsavel legal on testemunha (caso aplicavel):

Nome legivel:

Aszzinatura: data:
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