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RESUMO

A clinica frente a infeccdo por SARS-CoV-2 ¢ diversificada, podendo variar de leve,
moderada, a grave, contudo, o agravamento ou desfecho fatidico n&do pode ser
explicado por um unico fator. No entanto, a exacerbagao da resposta imune com a
secrec¢ao de diversas citocinas pro-inflamatérias como IL-6, IL-1B, IL-2, IL-8, TNF-a
parece ser decisiva para a progressao da doenca gerando um quadro de
hiperinflagdo. A IL-6, uma importante citocina pro-inflamatéria, com diversas
fungdes, incluindo, atividade sobre a resposta imune frente as infecgdes virais, vem
sendo associada como fator de importdncia para o agravamento dos casos de
COVID-19. Foi observado que pacientes COVID-19 com niveis de |IL-6 aumentados
apresentaram maior extensao de dano pulmonar, além disso, as células imunes
como os mondcitos, macréfagos passaram a secretar IL-6 em decorréncia da
infeccdo. No presente estudo analisamos, a partir da quantificacdo de citocinas,
quimiocinas, por citometria de fluxo, e de marcadores de severidade ambulatoriais
(PCR (proteina C reativa), LDH, ferritina), obtidos a partir de prontuario, o potencial
de IL-6 como um marcador de severidade da COVID-19, assim como, a
possibilidade de outros biomarcadores. Amostras de 36 pacientes COVID-19 grave,
foram estratificadas em IL-6 Baixo: 0 a 30 pg/ml; Médio 31 a 200 pg/ml;
Intermediario: 201 a 999 pg/ml; e Alto: >1000 pg/ml. Desta forma, foi possivel
observar uma correlagao entre os niveis de IL-6 e IL-8, sugerindo uma associagao
entre 0 aumento de IL-6 e IL-8. IL-6, CXCL9 e CCL5 apresentaram associagdo com
pior desfecho clinico.

Palavras-chave: Citocinas. Quimiocinas. SARS-CoV-2. IL-6. Imunidade.
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ABSTRACT

The clinical picture of SARS-CoV-2 infection is diverse, ranging from mild, moderate,
to severe; however, the worsening or fatal outcome cannot be explained by a single
factor. However, the exacerbation of the immune response with the secretion of
several pro-inflammatory cytokines such as IL-6, IL-1pB, IL-2, IL-8, TNF-a seems to be
decisive for the progression of the disease generating a picture of hyperinflation. IL-6,
an important pro-inflammatory cytokine with several functions, including activity on
the immune response to viral infections, has been associated as an important factor
for the worsening of COVID-19 cases. It has been observed that COVID-19 patients
with increased levels of IL-6 had a greater extent of lung damage; moreover, immune
cells such as monocytes and macrophages started secreting IL-6 as a result of the
infection. In the present study we analyzed from quantification of cytokines,
chemokines, by flow cytometry, and outpatient severity markers (CRP (C-reactive
protein), LDH, ferritin), obtained from medical records the potential of IL-6 as a
marker of severity of COVID-19, as well as, the possibility of other biomarkers.
Samples from 36 severe COVID-19 patients, were stratified into Low IL-6: 0 to 30
pg/ml; Medium 31 to 200 pg/ml; Intermediate: 201 to 999 pg/ml; and High: >1000
pg/ml. Thus, a correlation between IL-6 and IL-8 levels could be observed,
suggesting an association between increased IL-6 and IL-8. IL-6, CXCL9 and CCL5
were associated with worse clinical outcome with worse clinical outcome.

Key words: Cytokines. Chemokines. SARS-CoV-2. IL-6. Immunity.
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1 INTRODUGAO

O SARS-CoV-2 ¢é o agente etiolégico da COVID-19, que foi declarada como
pandemia em margo de 2020, pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS). As
manifestacdes clinicas da COVID-19 variam de leves a graves podendo culminar em
sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) e na faléncia de multiplos
orgaos (SANTA CRUZ et al., 2021). O virus infecta as células hospedeiras incluido
macrofagos CD169+ por meio da ligagédo da proteina Spike a enzima conversora de
angiotensina (ACEZ2), proteina de superficie expressa em diferentes 6rgaos,
incluindo coragéo, rins e pulmdes, e ainda, células endoteliais (LIU et al., 2020;
GUBERNATOROVA et al., 2020).

A relagéo entre sistema imune e os mecanismos de evasao utilizados pelos
virus desempenham um papel na gravidade da doenga (CHANNAPPANAVAR;
PERLMAN, 2017). Os mondcitos, células envolvidas na resposta imune a patégenos
quando infectados por SARS-CoV-2, expressaram niveis de interferon (IFN) a, B e A
mais altos, assim como, de citocinas pro-inflamatdrias incluindo TNF-a, IL-13 e IL-6
(CODO et al., 2020). Para mais, macrofagos e células dendriticas também passam a
secretar IL-6 e outras citocinas inflamatérias diante da infecgao por Betacoronavirus
(MOORE; JUNE, 2020).

A IL-6 € uma citocina pleiotropica que exerce papel na maturagao de células
plasmaticas, na produgdo de mediadores inflamatérios agudos e fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) (KANG; KISHIMOTO, 2021). No mais, IL-6
pode sinalizar por duas vias: via classica e através de trans sinalizacdo. Na via
classica o receptor de IL-6 (IL-6R) é expresso na membrana de algumas células,
entre elas: neutréfilos, mondcitos, células B e T CD4 (NARAZAKI; KISHIMOTO,
2018). Entretanto, na trans sinalizagdo IL-6 forma um complexo com slL-6R
(receptor soluvel de IL-6) e a gp130, IL-6/sIL-6R/gp130, dessa forma, células que
nao expressam IL-6R de membrana podem ser estimuladas, subsequente a essa
sinalizagao ha o estimulo para células endoteliais secretarem a proteina quimiotatica
de mondcitos-1 (MCP-1) (KANG; KISHIMOTO, 2021; NARAZAKI; KISHIMOTO,
2018). Vale mencionar que a trans sinalizagao da IL-6 € provavelmente patogénica
na COVID-19 progressivo grave: por meio dela, a IL-6 pode regular positivamente

quimiocinas (exemplo; CCL2, IL-8), além de, moléculas de adesao, fatores
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pré-coagulantes, podendo contribuir para inflamagéo difusa em varios niveis,
incluindo inflamacéao pulmonar (ZI1ZZO et al., 2022).

Dessa forma, a extensado das atividades de IL-6, pode ser decisiva para a
progressdo da doencga. Foi visto, que nos pulmdes de pacientes COVID-19, as
células epiteliais respiratorias podiam liberar IL-6 quando infectadas por
SARS-CoV-2, bem como em casos de infiltragdo por mondcitos e macrofagos
(Z1ZZO et al., 2022). Adicionalmente, ha pacientes que expressaram |L-6 baixa
mesmo com COVID-19 grave e que foram tratados com tocilizumab (anticorpo
monoclonal que bloqueia os receptores de IL-6) e ndo apresentaram melhora.
Possivelmente, outras citocinas estdo causando a resposta imune exacerbada
nesses pacientes (GALVAN-ROMAN et al., 2021).

Citocinas como IL-1B3, TNF, IFN-B, IFN-y, auxiliam na eliminagdo do virus,
assim como, na homeostase celular (DIAMOND; KANNEGANTI, 2022). Na
COVID-19 foi observado que pacientes graves apresentavam assinatura de IFN |
notavelmente prejudicada quando comparados a casos leves/moderados. Os IFNs
tipo | (IFN-a/B) a partir da fosforilacdo e dimerizacdo de STAT1 e STAT2 levam
formagdo de um complexo (STAT-IRF-9) que ira induzir os genes estimulados por
interferon que estdo envolvidos na ativagdo de células T e B, afetando assim a
magnitude e a resolucdo da resposta imune adaptativa para eliminacdo do virus
(ISLAMUDDIN et al., 2022).

Baseado nas diferengas da resposta imune em pacientes COVID-19 graves,
no presente estudo estratificamos os pacientes em IL-6 baixa, média, intermediaria e
alta. A partir da quantificagao por citometria de fluxo, para analise de IL-6 como
potencial biomarcador, assim como, outras citocinas inflamatdérias (IL-8, IL-10, INFy,
e TNF).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SARS-CoV-2

2.1.1 Aspectos Gerais

Em dezembro de 2019, foi observado um surto de pneumonia atipica na
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cidade de Wuhan, China. Posteriormente, por meio de técnicas de sequenciamento
e isolamento viral, a partir do lavado broncoalveolar, foi relatado que se tratava de
um um novo coronavirus (nCoV), SARS-CoV-2, até entdo ndo identificado em
humanos. Nas semanas seguintes, a alta eficiéncia de transmissdo apresentada
pelo nCoV e a abundancia de viagens internacionais permitiram a sua rapida
disseminagdo mundial levando a Organizagao Mundial da Saude (OMS) a declarar,
em margo de 2020, a pandemia do COVID-19, doenca decorrente da infecgao por
SARS-CoV-2, um Betacoronavirus pertencente a familia coronaviridae, com
capacidade para infectar pulmdes e trato respiratério humano (LIU et al., 2020;
MOORE; JUNE, 2020; HU et al., 2021; VALDES et al., 2022).

Os coronavirus sao uma familia de virus extensa que infectam multiplos
vertebrados, incluindo, humanos e podem causar doencgas respiratorias que variam
de resfriados comuns a quadros graves como o da SDRA (sindrome do desconforto
respiratorio agudo). Os primeiros casos de infecgdo respiratéria em humanos por
CoVs sao da década de 60 e apresentavam manifestagcdes leves. No entanto, nas
duas Uultimas décadas surgiram trés surtos de proporgdes significativas em
consequéncia dos coronavirus. Sdo elas: a epidemia da SARS-CoV (Sindrome
Respiratéria Aguda Grave) que ocorreu entre os anos de 2002 e 2003. A epidemia
de MERS-CoV (Sindrome Respiratéria do Oriente Médio), em 2012. Sendo o
terceiro grande surto, a pandemia da SARS-CoV-2, com inicio em 2020 (KIRTIPAL;
BHARADWAJ; KANG, 2020; HU et al., 2021).

O SARS-CoV-2, tal como os outros membros do seu género, apresenta um
RNA de fita simples de sentido positivo, envelopado (MISTRY et al. 2022). Assim
como, uma estrutura cap 5' e cauda poli-A 3', permitindo atuar como RNAm para a
traducado de replicases. Além disso, ha quatro proteinas estruturais principais, sao
elas: a Spike (S), Envelope (E), Membrana (M) e Nucleocapsideo (N), importantes
para ligagdo aos receptores celulares, patogenicidade e replicacdo (KAPTEN;
ORCZYK; SMOLEWSKA, 2023; RAHIMI; MIRZAZADEH; TAVAKOLPOUR, 2021).
Na extremidade 5 do seu genoma também pode ser encontrada a poliproteina
OF1a/b, que codifica duas poliproteinas PP1ab e PP1a que serao processadas por
duas proteases virais. A Mpro e PLpro, para a produgao de dezesseis proteinas nao
estruturais (NSPs) que desempenham fung¢des que vao desde da sintese, revisdo e
modificagdo do RNA, a modulacdo da imunidade do hospedeiro (KIRTIPAL;
BHARADWAJ; KANG, 2020; KADAM et al., 2021).
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Figura 1: Representacdo esquematica do SARS-CoV-2.
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Protéina do
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Fonte: Adaptado de MISTRY et al., 2022

A entrada do virus na célula hospedeira pode ser mediada pela ligagao da
proteina S viral a enzima conversora de angiotensina (ACE2). A proteina S é
dividida em duas subunidades: S1 dominio de ligacdo e S2 dominio de fusédo. A
subunidade S1 liga-se a ACE2 por meio do RBD (dominio de ligagdo ao receptor)
(TAO et al.,, 2021), enquanto S2 é responsavel pela fusdo do genoma e das
particulas virais as células hospedeiras. Para que esse processo ocorra a proteina S
€ clivada pela protease hospedeira furina e pela serino protease transmembranar 2
(TMPRSS2) nos sitios S1/S2, respectivamente. Entretanto, outras vias podem ser
usadas para infectar as células, por meio da utilizagdo de receptores como o
neuropolina-1 e CD147 (KAPTEN; ORCZYK; SMOLEWSKA, 2023; ROMANO et al.,
2020) Com a entrada do RNA viral nas células, a ORF1a/b vai ser traduzida pelos
ribossomos. Dessa forma, a NSPs se agrupam em compartimentos de replicagao e
transcricdo. No mais, apds a produgao das proteinas virais ira ocorrer a formagéao

dos virions no reticulo endoplasmatico e no complexo de Golgi (YANG; RAO, 2021).

2.1.2 Cenario Epidemiolégico

Hu et al. (2021) relataram que os primeiros vinte sete pacientes
hospitalizados tinham relagdo com um mercado umido localizado na cidade de
Wuhan. Nesse mercado eram comercializados frutos do mar e animais vivos. No
final de dezembro de 2019, autoridades sanitarias chinesas notificaram a OMS a

respeito de um surto de pneumonia de causa desconhecida que posteriormente
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seria indenticado como consequéncia do SARS-CoV-2. Estima-se que o
SARS-CoV-2 tenha origem zoondtica, assim como, o SARS-CoV e o MERS (WU et
al., 2020; MALLAPATY, 2023). Do inicio da pandemia até marco de 2023, ja foram
registrados 761.402.282 milhdes de casos confirmados em todo o mundo, incluindo
6.887.000 de mortes por COVID-19 (OMS,2023).

No Brasil, o primeiro caso de COVID-19 foi confirmado pelo Ministério da
Saude em 26 de fevereiro de 2020, na cidade de S&o Paulo. Menos de dois meses
apos o primeiro registro, os numeros saltaram para 20.727 casos confirmados em
todas as regides do pais (BRASIL,2020). Desde entdo, 37.258.663 de casos foram
confirmados, entre eles 700.239 mortes, atualizado em 31 de margco de 2023
(BRASIL,2023). A disseminagao do COVID-19 no territério brasileiro ocorreu de
forma diversificada, sendo possivel observar uma taxa de letalidade diferente nas
suas regides, possivelmente em consequéncia da diversidade demografica,
aplicacao de medidas de controle e a ocorréncia de diferentes variantes (WOLF et
al., 2022).

Figura 2: Distribuigdo mundial de casos confirmados de COVID-19

Cazes - Totz

> 5.000.000
500.001 - 5.000.000

Mot applicable

Fonte: WHO Coronavirus (COVID-19) Dashboard.

Diante da necessidade de monitoramento do SARS-CoV-2 a OMS formou
um grupo de monitoramento, Grupo Consultivo Técnico sobre a Evolugéao do Virus
SARS-CoV-2,que classifica as variantes em: variantes de interesse (VOIs), variantes
preocupantes (VOCs) e variantes sob monitoramento (VUMs) (OMS,2023). A
ocorréncia de mutagdes € um processo natural e esperado durante a evolugao viral.

As alteragdes encontradas podem transcorrer na substituicdo de nucleotideos,
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insercdo ou delecdo de componentes do genoma viral durante a replicagdo. O
SARS-CoV-2 apresenta taxa de mutacdo elevada e consequentemente diversas
variantes foram relatadas (YANG; RAO, 2021; OPAS,2021). As taxas de transmissao
alta podem ter fomentado o surgimento de diversas variantes. Tendo em vista, que
quanto maior for o numero de infectados maior sera a probabilidade de mutagdes
(SCOVINO et al., 2022).

Até o momento sao classificadas como VOCs a variante Alpha (B.1.1.7),
identificada no Reino Unido em setembro de 2020, Beta (B.1.351), reportada na
Africa do Sul em outubro de 2020, Gamma (P.1), identificada no Brasil em janeiro de
2021, Delta (B.1.617.2), detectada na india no final de 2020 e Omicron (B.1.1.529),
relatada na Africa do Sul em novembro de 2021, sendo atualmente, a cepa com
maior disseminagao representando 98% dos sequenciamentos genéticos
disponiveis. A Omicron representa a maior probabilidade de novas variantes do
SARS-CoV-2. No mais, as mutagdes podem culminar em alteracdes nas
propriedades virais, como o0 modo de transmissdo, a gravidade da doenca
associada, a deteccao por ferramentas de diagndstico, a resposta a agentes
terapéuticos e a eficacia das vacinas, colocando em risco os programas de
imunizagcdo (SCOVINO et al., 2022; TAO et al., 2021; BURIONI; TOPOL, 2021;
OMS,2023)

2.2 Aspectos imunolégicos

A interacdo entre o0 SARS-CoV-2 e o sistema imunolégico culmina em um
quadro sintomatolégico. Que vai desde auséncia de sintomas a febre, mialgia,
fadiga, producdo de escarro, dispneia, pneumonia a acometimento do sistema
respiratorio inferior em graus variados. Com a invasado do virus as células do
hospedeiro, sdo desencadeadas uma série de reagdes envolvendo a imunidade
inata e adaptativa com o intuito de eliminar o agente invasor (WIERSINGA et al.,
2020; MURALIDAR et al., 2020)

A imunidade inata € a primeira linha de defesa diante de agentes
infecciosos. Quando uma resposta antiviral é desencadeada, a imunidade inata é
responsavel por detectar, defender e criar uma ponte para a resposta adaptativa. As
respostas imunes inatas integram componentes do sistema complemento, humoral,

cascatas de coagulagao-fibrindlise, liberagdo de citocinas, assim como,
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componentes celulares como células natural killer (NK) e outros leucécitos
fagociticos. Quando o SARS-CoV-2 infecta as células hospedeiras, os PAMPs
(padrbes moleculares associados ao patégeno) vao ser reconhecidos por PRRs
(receptores de reconhecimento de padrdes), como TLR9 Toll-like (TLR2, TLR3 e
TLR7) ou pelo sensor de RNA viral RIG-1 e MDA5 (gene 5 associado a
diferenciacdo de melanoma). A partir do reconhecimento, varios fatores de
transcricdo sao ativados, resultando na secre¢do de quimiocinas e citocinas
pro-inflamatoérias, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), IL-1 e IL-6, entre
outros, por mondocitos, macréfagos, neutrofilos e células dendriticas no local da
infeccdo. No mais, o processo de sinalizacdo da imunidade inata deve ser bem
regulado, pois a ativagao excessiva leva a inflamacao sistémica e danos aos tecidos
(MISTRY et al., 2022; SILVA et al., 2022; MURALIDAR et al., 2020 ).

Por outro lado, as respostas imunes adaptativas também sao
desencadeadas pela infeccdo por SARS-CoV-2, em especial as células dendriticas
apresentadoras de antigenos, que produzem citocinas, e migram para os linfonodos
para apresentar o antigeno viral as células T virgens (naive), consequentemente,
induzindo sua diferenciagdo e migracédo para o tecido afetado. Os linfocitos T séo
importantes componentes da imunidade adaptativa e vacinacdo, além de
desempenhar um papel critico na producdo de anticorpos neutralizantes e
eliminacao direta do virus (CHEN et al.,, 2021). No entanto, a hiperativagcao de
células T citotoxicas foi descrita como um determinante da gravidade de COVID-19.
Observou-se que a super ativagdo de células T CD8 poderia desencadear
mecanismos potenciais para lesdo cardiaca na COVID-19 grave. Além disso, as
células B produtoras de anticorpos especificos para virus também estao presentes
(GUBERNATOROVA et al., 2020). O SARS-CoV-2 induz uma resposta de células B
extrafoliculares seguida por uma resposta do centro germinativo. Durante a resposta
extrafolicular, plasmaécitos de vida curta e células B de memodria atipica sdo gerados.
Ja durante a fase do centro germinativo, células B de memodria classicas e células
plasmaticas de vida longa véo ser geradas. Nos casos de COVID-19 grave, o inicio
da via do centro germinativo ocorre apenas com atraso ou nado ocorre. Nesses
casos, observou-se uma expansdo de células B de memoaria atipicas, enquanto o
nimero e a proporgdo de células B de memoéria classicas diminuiram (VALYI-NAGY
et al., 2022).
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O sistema imunolégico do hospedeiro atua em duas vertentes, podendo
exercer um papel benéfico no controle da infec¢ao ou um papel prejudicial que leva
a imunopatogénese. Acontece que uma resposta imune coordenada entre a
imunidade inata e adaptativa resulta na eliminagdo viral de forma eficiente
(MURALIDAR et al.,, 2020). Por outro lado, apds infecgbes virais acontece a
liberacdo, por parte da imunidade inata, de INF | e Illl que atuam inibindo a
replicacdo do virus e sinalizando “emergéncia” as células vizinhas. Na COVID-19
grave, no entanto, devido a mecanismo de evasao viral - NSPs e proteinas
estruturais M,N,S- houve prejuizo na produgéo de IFNs e na regulacdo de genes
estimulados por IFNs. Ademais, se a resposta do IFN-I/lll for inadequada ou
atrasada, o sistema de defesa ndo consegue mais controlar a replicagao inicial.
Como a resposta adaptativa das células T e B também ¢é atrasada, o sistema imune
inato tenta compensar pela hiperatividade patologica, levando a uma resposta inata
maciga que resulta em imunopatologia pulmonar excessiva. Tudo isso leva a
tempestade de citocinas e danos subsequentes em varios 6rgaos (RAMASAMY;
SUBBIAN, 2021; VALYI-NAGY et al., 2022; CHEN et al., 2021).

2.2.1 Citocinas

As citocinas sdo um grupo de proteinas com diversas fungdes, que regulam
e coordenam muitas atividades das células da imunidade inata e adaptativa
((ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Apds a sintese viral, as células infectadas
podem sofrer apoptose ou necrose, desencadeando a resposta inflamatéria com
producdo de citocinas pré-inflamatérias e ativacdo de macréfagos
(GUBERNATOROVA et al., 2020). Por sua vez, a infecgdo de células imunes por
SARS-CoV-2 leva a expressao descontrolada de mediadores inflamatérios em casos
graves, como as citocinas IL-6, IL-8, IL-10, IL-1B8, TNF-a, proteina quimioatraente
de monocitos-1 (MCP-1); quimiocinas entre elas: CCL2, CCL3, CCL5, CCLS,
CXCL8, CXCL9, CXCL10 (Tabela 1). Além das respostas de IFN tipo | e tipo Il
prejudicadas. Para mais, a superprodugao de citocinas aumenta a permeabilidade
da membrana da parede capilar ao redor dos alvéolos, causando edema pulmonar,
dispnéia e hipoxemia. O virus infecta principalmente células epiteliais alveolares tipo

2, ligando-se ao ACE2 presente na superficie celular. Com a perda da elasticidade
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alveolar devido a menor produgao de surfactante em consequéncia da infecgao por

SARS-CoV-2 contribuir para o desenvolvimento de SDRA em pacientes com
COVID-19 ( VALYI-NAGY et al., 2022; LIU et al., 2020; SILVA et al., 2022).

Tabela 1: Mediadores inflamatérios e suas respectivas fungdes

Mediador

funcao

Citocinas

Interleucina-1

Interleucina-6

Interleucina-10

Interferon-y

Fator de necrose tumoral

Quimiocinas

Interleucina-8 (CXCLS8)

CXCL9

CXCL10

CCL2

CCL3

CXCL13

Pro-inflamatdria; funcao pirogénica,
ativagdo de macrofagos e células Th17
Pré-inflamatéria; funcao pirogénica,
aumento da produgdo de anticorpos,
indugao de reagentes de fase aguda

Antiinflamatoria; inibicdo de células Th1 e
liberacéo de citocinas

Pré-inflamatéria; ativacdo de macrofagos

Aumento da permeabilidade vascular;
funcao pirogénica

Recrutamento de neutroéfilos

Recrutamento de células Th1, células NK,
células dendriticas plasmocitdides

Recrutamento de macrofagos, células Th1,
células NK

Recrutamento de células Th2, mondcitos,
células dendriticas, basoéfilos

Recrutamento de macrofagos, células Th1,
células NK, eosindfilos, células dendriticas;
funcao pirogénica

Recrutamento de células B, células T CD4,
células dendriticas

Fonte: FAJGENBAUM; JUNE, 2020
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A tempestades de citocinas € uma rede complexa de interagdes entre
moléculas imunologicamente importantes e eventos moleculares expressos nas
inflamacdes sistémicas que pode culminar em SDRA. A IL-6 parece ter um papel
decisivo nesses quadros, sendo uma citocina com acdo multidiversificada que age
sobre mecanismos inatos e adquiridos. E produzida principalmente por macréfagos
e linfécitos T em resposta a patdégenos e é fundamental para o controle de varias
infecgdes virais ( SILVA et al., 2022; SANTA CRUZ et al., 2021). IL-6 € um mediador
soluvel produzido em resposta a infeccbes e lesdes teciduais, contribui para a
defesa do hospedeiro por meio da estimulacdo de respostas de fase aguda,
hematopoiese e reagdes imunes. Desempenha também um papel importante na
resposta imune adquirida por estimular a produgdo de anticorpos e o
desenvolvimento de células T efetoras. Além disso, a IL-6 pode viabilizar a
diferenciacao ou proliferacdo de varias células ndo imunes. Desempenhando assim
uma importante fungcéo na ligacdo da resposta imune inata a adquirida (TANAKA;
NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014; CHOY et al., 2020).

Na circulagdao de pacientes com COVID-19, a IL-6 atinge seu pico em
estagios avangados, esse aumento € acompanhado por concentragbes maximas de
IL-10 e PCR. A produgéo de IL-6 é colocada em um loop autoinflamatério ligado a
piroptose e a producédo de IL-1 que € induzida por PAMPs associados a virus via
inflamassoma NLRP3 (ZIZZO et al., 2022). LIU et al.(2020) também relataram o
aumento significativo de IL-6 nos casos graves, além disso, um outro estudo
descreve que a elevacao de IL-6 estava associada a maior necessidade de
ventilagdo mecanica invasiva (GALVAN-ROMAN et al., 2021). Para tentar minimizar
os efeitos de IL-6 sobre a tempestade de citocinas, foi usado um anticorpo
monoclonal, o Tocilizumabe, que é um anti-receptor de IL-6. O Tocilizumabe € usado
para o tratamento de outras doengas com perfil inflamatério como a doencga de
Castleman, artrite reumatoide e artrite idiopatica juvenil. Nos casos de COVID-19,
alguns grupos mostram relagcdo positiva entre o tratamento com Tocilizumabe e
melhora nos niveis de IL-6 (NARAZAKI; KISHIMOTO, 2018 ‘GALVAN-ROMAN et al.,
2021; CAPRA et al., 2020). No entanto, CANZIANI et al., (2020) relatou que o uso de
Tocilizumabe nao foi associado a uma mudanga significativa no desfecho clinico dos
pacientes com COVID-19 grave com SDRA. Sugerindo que outras proteinas

também tém um papel importante na severidade desses pacientes.



21

2.3 Identificagao de biomarcadores

No geral, um biomarcador € uma medida objetiva de uma caracteristica
bioldégica que pode ser utilizada para indicar um estado anormal ou normal de um
organismo, ou seja, para discriminar infeccdo de condigbes nao infecciosas,
podendo adotar valor de progndstico, atribuir perfis de risco e prever resultados
(SANDQUIST; WONG, 2014). Ademais, a maior parte dos biomarcadores sao
variaveis continuas no qual um valor de corte é atribuido para determinar a presenca
de uma condicdo ou nao. Além disso, pode-se definir uma assinatura de
biomarcadores multivariados, por exemplo, um biomarcador combinatdrio, relatando
microambiente de tecido molecular. O processo para padronizar e definir os valores
de corte para painéis de biomarcadores € um desafio, assim como a tradugao do
laboratério para a clinica (PITKANEN et al., 2019).

Razoavelmente, € possivel que os niveis séricos de citocinas possam ser
usados como biomarcadores para a sindrome da tempestade de citocinas (SRC)
induzida pela infecgdo por SARS-CoV-2, devido as caracteristicas naturais do
quadro como inflamagdo sistémica significativa com citocinas pré-inflamatérias
elevadas (WANG; HAN, 2018; RAMASAMY; SUBBIAN, 2021; MOORE; JUNE, 2020;
QUARTUCCIO et al.,, 2020). Entre elas, a IL-6 € um mediador importante da
fisiopatologia da tempestade de citocinas e resposta inflamatéria aguda, pode estar
aumentada nos casos de COVID-19, em consequéncia da hiperativacdo de células
T. Além disso, IL-6 pode alterar a atividades citotdxicas associadas a células Natural
Killer (NK) causando diminuicdo na produgdo de granzima e perforina moléculas
envolvidas com a eliminagdo de células infectadas (TANAKA; NARAZAKI;
KISHIMOTO, 2014; FAJGENBAUM; JUNE, 2020; BOTTCHER et al., 2014).

Com isso a producdo excessiva de IL-6 vem sendo relatada como um
mediador inflamatoério importante para a SRC e consequentemente associada aos
casos de COVID-19 grave (KANG; KISHIMOTO, 2021;DEL VALLE et al., 2020).
Anteriormente, citocinas pertencentes a familia de IL-6 ja foram relatadas como
biomarcadores para cancer por um processo de triagem de mediadores
inflamatodrios. Neste mesmo estudo, IL-6 e osteopontina tiveram valores preditivos
associados ao prognostico de hepatocarcinoma, independentemente, de outras
variaveis, como infecgdo pelos virus da hepatite (UNVER; MCALLISTER, 2018)

demonstrando o potencial de identificacdo da IL-6 em quadros inflamatérios, Para
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mais, outros mediadores inflamatérios também foram associados ao agravamento
da COVID-19 como CCL2 (LUCAS et al., 2020) , CXCL9 e CXCL10 (LIAO et al.,
2020).

A sinalizagdo de IL-6 pode acontecer de duas formas, via classica e
trans-sinalizagcdo, sendo mediado pela glicoproteina gp130, formando o complexo
com o IL-6/IL-6R. Quando IL-6 liga-se ao receptor gera mudanga conformacional na
gp130, assim, & desencadeando uma cascata de sinalizagao a jusante, como Janus
quinases/transdutores de sinal e ativadores de transcricdo (Jak/STAT). A sinalizag&o
classica da IL-6 induz a resposta de fase aguda sendo considerada como tendo
efeitos homeostaticos e anti-inflamatérios. Enquanto a trans-sinalizacdo da IL-6
regula principalmente as reagdes pro-inflamatorias (BARAN et al., 2018) Ha um
numero consideravel de estudos relatando um resultado favoravel ao bloqueio da
sinalizacdo de IL-6 em pacientes com COVID-19 grave (KANG; KISHIMOTO, 2021;
SOMERS et al., 2021; KAYE; SIEGEL, 2020). Também foi relatado por
LAGUNA-GOYA et al. (2020) em seu estudo que IL-6 estava aumentada em nao
sobreviventes. Ademais, o nivel sérico de IL-6 pode ser relevante ndo s6 para o

progndstico, mas também para uma melhor tomada de decisdes terapéuticas.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Compreender o papel da Interleucina 6 como um preditor de mau
prognéstico frente a infecdo por SARS-CoV-2, assim como, sua influéncia sobre a

identificacéo de outros potenciais biomarcadores de progndstico.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar e quantificar os niveis séricos de IL-6 em pacientes COVID-19
graves;Investigar a relagcéo entre os niveis de IL-6 e de outras citocinas
inflamatodrias (IL-8, IL-10, IFN, e TNF) e quimiocinas (CCL2, CCLS5,
CXCL9 e CXCL10);
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e Correlacionar os niveis de IL-6 com marcadores séricos ambulatoriais

de severidade (PCR, LDH, ferritina, D- dimero) e dano pulmonar.

e Avaliar a associagcao dos niveis séricos de IL-6 e obito.

4 JUSTIFICATIVA

No Brasil, em 24 de fevereiro de 2023, existiam mais de 135 mil casos de
COVID-19 em acompanhamento (BRASIL, 2023). Ainda que haja progressao da
cobertura vacinal, sdo registrados novos casos diariamente de COVID-19, além
disso, ha possibilidade do aparecimento de novas cepas com potencial patogénico,
para o desenvolvimento de novas ondas de infecgdes. Tendo em vista que ainda nao
foi totalmente esclarecido como a resposta imune frente a infecgao por SARS-CoV-2
funciona, a compreensao do papel de IL-6, importante mediador da resposta imune,
com influéncia sobre ac¢des anti-inflamatérias e pro-inflamatorias, pode ser crucial
para entender o agravamento dos casos de COVID-19 e seu prognéstico. No
presente estudo, pretende-se por meio da analise dos niveis séricos de IL-6 com
cruzamento de dados de severidade da doenca, esclarecer o papel desta citocina
como um preditor de severidade das infecgdes por SARS-CoV-2. Bem como
identificacdo de outros possiveis biomarcadores através da estratificagcao de casos
graves de COVID-19 que apresentaram concentracbes de IL-6 séricas baixas,

médias, intermediarias e altas.

5 METODOLOGIA

5.1 Desenho do Estudo

O presente estudo € um estudo de coorte retrospectivo, no qual foram
incluidos no estudo 36 amostras coletadas e armazenadas no banco de amostras do
Instituto Keizo Asami sob responsabilidade do Prof.Dr. Fabricio O. Souto. As
amostras compreendem soro e plasma pacientes COVID-19 graves com idade entre

29 a 88 anos, coletados durante o ano de 2020, confirmados por testes moleculares
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e/ou sorologicos. Todos os pacientes incluidos tiveram necessidade de ventilagdo
mecanica invasiva. Desses, 20 vieram a Obito, e 16 tiveram alta hospitalar. Foi
realizada a dosagem de citocinas por meio de citometria de fluxo e a estratificacao
dos pacientes pelos niveis de IL-6 ( baixo: 0 a 30 pg/ml; médio 31 a 200 pg/mi;
intermediario: 201 a 999 pg/ml; e alto: > 1000 pg/ml ). Apds a estratificagdo, foram
correlacionados os niveis de IL-6 e de outras citocinas inflamatdrias (IL-8, IL-10) e
quimiocinas (CCL2, CCL5, CXCL9, CXCL10); Os niveis de IL-6 com marcadores

séricos ambulatoriais de severidade (PCR, LDH, ferritina).

5.2 Coleta de dados

Em uma tabela do excel foram tabulados os seguintes dados: ferritina,
D-dimero, Lactato desidrogenase (LDH), proteina C reativa (PCR). Assim como,
contagem de leucécitos em sangue total e tomografia pulmonar. Retirados de
prontuarios devidamente numerados, contendo os dados acima mencionados e
identificacdo dos pacientes. Obtido dos servigos de saude: Sitario Lauro Wanderley -
Universidade Federal da Paraiba (HULWUFPB) em Jodo Pessoa, Hospital Alberto
Urquiza Wanderley de Jodo Pessoa, Hospital Clementino Fraga em Jodo Pessoa e 0
Hospital de Emergéncia e Trauma Dom Luis Gonzaga Fernandes de Campina

Grande.

5.3 Dosagem das Citocinas por CBA

Foi feita a caracterizacdo dos principais mediadores inflamatérios e
marcadores celulares envolvidos na inflamacao. Perfil de citocinas dos padrao
Th1/Th2/Th17 (#560484, BD Biosciences), quimiocinas (CXCL8, CCL5, CXCL9,
CCL2, CXCL10; #552990,BD Biosciences). Apds as respectivas marcagbes as
amostras foram adquiridas no citdbmetro de fluxo (Accuri C6 CSampler (BD
Biosciences®©) e os dados obtidos foram analisados com software FCAP Array™ (BD
Biosciences). Para definir os pontos de corte usamos com base o artigo “/IL-6 serum
levels predict severity and response to tocilizumab in COVID-19: An observational
study” onde IL-6 acima de 30 pg/mL foi associada a maior necessidade de
ventilagdo mecanica invasiva, no entanto, para melhor caracterizar os grupos

adicionamos outros niveis de estratificacao.
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5.4 Analise estatistica

As analises foram realizadas através do software GraphPad Prism 9.0
Windows®. A comparagdo entre os grupos foi feita usando one-way ANOVA, pés
teste de Tukey, considerando significante p < 0.05. No mais, para as analises de
correlacao foi usado o coeficiente de correlagdo de Pearson (p < 0.05). Por fim, para

analise de variaveis categoricas foi usado regresséao logistica simples.

5.5 Aspectos éticos

O presente projeto esta vinculado ao projeto aprovado e licenciado pela
Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa - Conep CAAE 30658920.4.0000.000

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os efeitos da infeccao por SARS-CoV-2 na saude do hospedeiro sao
complexos e variagdes sdo observadas na gravidade da doencga. O presente estudo
foi desenvolvido para melhor compreender o papel da IL-6, um mediador importante
das respostas imunes frente a COVID-19 (LIU et al., 2019). Os 36 pacientes desta
coorte apos quantificagado das concentracdes séricas de IL-6 foram estratificados em
4 grupos: IL-6 baixa (n=8) 0 a 30 pg/ml; média (n= 14) 31 a 200 pg/ml; intermediaria
(n=7) 201 a 999 pg/ml; e alta (n=7) > 1000 pg/ml (Tabela 2).

Tabela 2: estratificagdo de pacientes COVID-19 grave baseado na concentragéo de IL-6

IL-6
Baixa Média Intermediaria Alta
n=_8 n=14 n=7 n=7
2,17 30,25 250,82 1.194,69
6,35 30,36 286,01 1.318,75
8,68 42,92 320,83 3.104,69
11,76 48,41 353,27 3.894,35

12,43 67,18 439,99 6.895,21
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20,89 70,42 587,19 7.041,75
21,39 137,95 700,61 38.747,88
22,57 141,34

145,29

156,62

172,07

175,17

190,26

193,94

Fonte: autora.

A idade ja foi relatada como uma associagdo negativa com a eliminagéo
viral, ou seja, a idade avangada causa o prolongamento da eliminacgao viral, isso
poderia decorrer de efeitos dependentes da idade nas funcbes de células T e B
(XUE et al.,, 2020). Diante disso, avaliamos os grupos de IL-6, que, quando
comparados entre si ndo apresentaram diferenga estatistica quanto a idade: IL-6
Alta vs Baixa (P = 0,6549), IL-6 Alta vs Média (P = 0,9891), IL-6 Alta vs Intermediaria
(P = 0,9920) (Figura 3). Assim, observamos que a idade nao influencia na elevacao

das concentracdes séricas de |L-6.

Figura 3: Média de idade dos pacientes estratificados pelas concentragdes de IL-6
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fonte: autora.
Legenda: Gréfico de barras, idade pacientes COVID-19 grave estratificados em IL-6 Baixa, Média,
Intermediaria e Alta.
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Apos a estratificacdo analisamos se as concentragdes de IL-6 estavam
relacionadas com alteragdes nas concentragdes de outras proteinas. Observamos
que as concentragdes de IL-8 também estavam elevadas nos pacientes que
apresentaram IL-6 alta quando comparadas com IL-6 média (Figura 4A). IL-8 é uma
citocina proé-inflamatdria, quimioatraente de neutréfilos, que pode induzir outras
citocinas pro-inflamatérias enquanto diminui as anti-inflamatérias, contribuindo para
um quadro de hiperinflagdo observado na COVID-19 (YIU; GRAHAM; STENGEL,
2012; BERNHARD et al, 2021; RAMASAMY; SUBBIAN, 2021). Para melhor
esclarecer a relagao entre as concentracbes de IL-6 e IL-8 foi realizado teste de
Correlagcao de Pearson, neste caso, apresentando uma correlagdo entre as duas
variaveis (P < 0.0001; r = 0.8789) (Figura 4 B). Esse resultado sugere fortemente
que as concentragdes de IL-6 altas influenciam no aumento da concentragdo de

IL-8.
Figura 4: Concentracao de IL-8 em pacientes COVID-19 grave.
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Fonte: autora
Legenda: (A) Concentragao de IL-8 nos pacientes COVID-19 estratificados em grupos de IL-6 baixa,
média, intermediaria e alta. Com diferenga estatistica entre os grupos IL-6 Média vs. IL-6 Alta (P =
0.0269) (B) teste de Pearson para avaliar correlagédo entre IL-6 e IL-8, correlagdo positiva com P <
0.0001,r=0.8799. * P< 0,05

IL-10 também mostrou-se elevada nos pacientes |L-6 alta quando
comparados aos pacientes IL-6 Baixa (P = 0.0204), Média (P = 0.0163) e
Intermediaria (P = 0.0375), apresentando significancia estatistica entre os grupos
(Figura 5 A). IL-10 é uma citocina com atividade anti-inflamatdria (CRAYNE et al.,
2019). Além disso, a IL-10 foi citada como preditor de gravidade na COVID-19.

Quando comparados grupos saudaveis e pacientes com COVID-19 graves, IL-10
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estava significativamente aumentada nos pacientes graves (LUCAS et al., 2020;
LAING et al, 2020; HAN et al., 2020). IL-10 também pode amplificar a
hiperinflamacao relacionada a sepse viral observada em alguns pacientes com
COVID-19 graves/criticamente doentes (LAING et al., 2020).

No mais, ABERS et al., (2021) relataram que em modelos de camundongos,
as células T reguladoras produtoras de IL-10 desempenhavam um papel importante
no controle da inflamacgéo pulmonar, restringindo o desenvolvimento de células Th17
que danificam os tecidos e inibindo as respostas inflamatérias inatas. Ademais,
relataram niveis mais altos de IL-10 em pacientes com COVID-19 que morreram.
Esse aumento na concentracido de IL-10 pode estar relacionado a uma tentativa do
sistema imune em controlar a hiperinflagdo encontrada nesses pacientes.

Em nosso estudo, as citocinas IFNY, IL-2, IL-17 ndo foram detectadas em
concentracdes dentro da curva padrao destas proteinas no ensaio, mesmo utilizando
amostras sem diluicado. Nao observamos correlacdo entre as variaveis IL-10 e IL-6
(P = 8984, r = 0.00206) ( Figura 5 B).

Figura 5: Concentracao de IL-10 em pacientes COVID-19 grave.
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Fonte: autora.
Legenda: (A) Concentragado sérica de IL-10 em pacientes COVID-19 graves estratificados em grupos
baseados na quantificagdo de IL-6. Com diferenga estatistica entre IL-6 Alta vs. IL-6 Baixa (P =
0.0204), IL-6 Alta vs. IL-6 Média (P =0.0163), IL-6 Alta vs. IL-6 Intermediaria (P = 0.0375). (B) Teste
de Pearson para analise de correlagao entre as variaveis (P =0.9121, r=0.01907). * P<0,05.

Quimiocinas sdo moléculas de recrutamento, isto é, recrutam células de
defesa para os locais de infecgcdo em resposta a um estimulo quimico (SINGH,;
ANSHITA; RAVICHANDIRAN, 2021). Altas concentragbes de quimiocinas foram
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detectadas em todos os pacientes presentes no estudo. Ndo observamos alteragdes
no padrao de CCL5 (Figura 11 A). As concentragées de CXCL9 (quimioatraente de
células T) estado elevadas nos pacientes do grupo IL-6 intermediaria e alta (Figura 6
A), apresentando correlagdo de Pearson positiva entre CXCL9 e IL-6 (P = 0.0108, r
= 0.4198) (Figuras 6 B).

Outras citocinas como CCL2 (quimioatraente de mondcito 1), também ja foi
implicada na patologia da COVID-19, entre as fontes primarias estao células
epiteliais, células endoteliais, mondcitos/macrofagos. Ha o direcionamento da
migragao e infiltracdo de mondcitos, linfocitos T de memoaria para local da leséo e
infeccdo em varios disturbios, promovendo a inflamagao. Além disso, apresenta
atividade reguladora na polarizagdo das células ThO em direcdo a um fendtipo Th2.
Podendo modular a resposta imune Th1 de forma a suprimir a diferenciacdo de
células T virgens em células efetoras Th1 regulando a capacidade de liberacédo de
IL-12 de células dendriticas.

Vale mencionar, que CCL2 apresentou papel critico no recrutamento de
macréfagos produtores de TNF-a para os pulmdes de animais infectados com
influenza, resultando em edema pulmonar, hemorragia nos brénquios e apoptose de
células epiteliais dos pulmdes (SINGH; ANSHITA; RAVICHANDIRAN, 2021). Na
COVID-19, além do envolvimento com o recrutamento de células imunes para o
local da infecgdo esta envolvida na disfungdo endotelial (HAN et al., 2020). Em
nossos achados CCL2 pareceu elevada nos grupos IL-6 intermediaria e alta, no
entanto, ndo foi encontrada significancia estatistica entre os grupos (IL-6 Alta vs.
IL-6 Intermediaria P = 0.9910) ( Figura 6 C), nem correlagao entre as duas variaveis
(CCL2 e IL-6) (P =0.4977 r = 0.1168). (Figura 6 D)

Figura 6: Concentracao sérica das quimiocinas CXCL9 e CCL2
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Fonte: autora.
Legenda: analise estatistica entre IL-6 e CXCL9 (A) e CCL2 (C) em pacientes COVID-19 grave.
Correlagbes de Pearson positiva entre IL-6 e CXCL9 (P = 0.0108, r = 0.4198) (B). Analise de
correlagao entre IL-6 e CCL2 (P =0.4977,r = 0.1168) (D).

ABERS et al.(2021) demonstraram que pacientes COVID-19 que necessitam
de internacdo na UTI apresentam niveis plasmaticos anormais de citocinas e
quimiocinas, incluindo CXCL10 (quimiocina induzivel por IFN) e CCL2. Neste
mesmo estudo, foi relatado que os pacientes com COVID-19 que vieram a obito
apresentavam niveis de CXCL10 mais elevados em comparacido aos pacientes que
apresentaram doen¢a moderada.

Macrofagos inflamatoérios foram encontrados de forma predominante no
lavado broncoalveolar de pacientes com COVID-19 grave. Foi observado que essas
células distinguiam-se por niveis altos de CCL2, NFKB1, CXCL10, e entre outras
(ARUNACHALAM et al., 2020). Vale ressaltar que CXCL10 é um fator antiviral
importante em infecgdes do trato respiratdrio, € em numerosas infecgdes virais, foi
relatado que os niveis aumentados de CXCL10, tanto plasmatico quando no lavado
broncoalveolar, estavam associados a gravidade da doenca (TIWARI et al., 2023).
Em nosso estudo, no entanto, ndo foi possivel observar significancia estatistica entre
nenhum dos grupos (IL-6 Alta vs. IL-6 Baixa P = 0.7053; IL-6 Alta vs. Intermediaria P
= 0.9276; IL-6 Alta vs. IL-6 Média P = 0.89994) (Figura 7 A), além disso, nao
observamos correlagéo entre CXCL10 e IL-6 (P =0.9121, r = 0.01907) (Figura 7 B).
Sugerindo que apesar da relagdo que esses mediadores apresentam com as
infeccbes virais eles nao apresentam co-dependéncia, podendo isso ser
consequéncia dos processos regulatérios envolvidos com cada mediador

inflamatorio.
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Figura 7: Concentracgdes séricas de CXCL10
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Legenda: andlise estatistica entre niveis de IL-6 e CXCL10 em pacientes COVID-19 grave (A).
Correlagdes de Pearson entre IL-6 e CXCL10 (B). Nao foram observadas diferengas estatisticas.

E plausivel que a desregulacdo dos niveis de citocinas e quimiocinas
tenham um papel central na imunopatologia da COVID-19. Tendo em vista que os
pulmdo dos pacientes graves apresentam infiltrado, consequentemente, uma
resposta hiperinflamatéria € formada (SILVA et al., 2022). XU et al,.(2020) em seu
estudo com dados de sequenciamento de células unicas (scCRNA-seq), observou que
mondcitos-macrofagos do lavado broncoalveolar (LBA) expressavam niveis mais
altos de citocinas e quimiocinas, especialmente em pacientes graves com
COVID-19. No mais, um outro estudo, também observou uma maior frequéncia de
macrofagos derivados de mondcitos no LBA em pacientes graves, além disso, IL6 ,
TNF e quimiocinas, entre elas CCL2, foram expressos em niveis mais altos em
macrofagos pulmonares de pacientes com infecgao grave por COVID-19. Também
foi possivel observar diferengas entre os niveis de CXCL9 , CXCL10 e CXCL11 entre
grupos de pacientes COVID-19 e saudaveis (LIAO et al., 2020). Esses achados
sugerem um microambiente pulmonar altamente pro-inflamatério nos pacientes
COVID-19 grave. Em nossa coorte nao foi possivel observar diferengas no
comprometimento pulmonar entre os grupos (Figura 8). Mostrando que as
concentracdes de IL-6 ndo sdo determinadas somente pelo padrao de acometimento
pulmonar. Em conjunto, esse resultado sugere que a gravidade da COVID-19
envolve outras proteinas sistémicas. No entanto, para melhor esclarecer a relagéo
dessas proteinas com a gravidade da COVID-19 outras analises ainda sao

necessarias para que seja possivel identificar proteinas diferencialmente expressas.
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Figura 8:concentragdes de IL-6 vs. dano pulmonar (% de acometimento)
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Fonte: autora.
Legenda: analise do comprometimento pulmonar baseado em dados de tomografia estratificados em
grupos IL-6 Baixa, Média, Intermediaria e Alta.

Analisamos as concentracbes seéricas de PCR e observamos diferenca
estatistica entre os grupos IL-6 baixa vs. IL-6 intermediaria (P = 0.0322) (Figura 9
A), mas nado com IL-6 alta. As concentragdes de outros marcadores inflamatérios
como Ferritina e LDH n&o estavam alteradas, mantendo o mesmo padrdo de
aumento entre os grupos (Figura 9 C e E). Em contrapartida a outros estudos que
fizeram associagdes entre esses marcadores e o progndstico: niveis mais altos em
nao sobreviventes (HAFEZ, 2022) e a um atraso na eliminagao viral (XUE et al.,
2020).

proteinas, que podem nao estar relacionadas com o aumento das concentracdes de

Nosso estudo analisou a correlagido entre IL-6 alta e concentragdes dessas

IL-6 em todos os pacientes (Figura 9 B, D e F). Essa diferenga de dados pode estar

relacionada ao numero de pacientes incluidos no estudo.

Figura 9: Mediadores inflamatérios em pacientes COVID-19 grave
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Fonte: autora.
Legenda: andlise estatistica entre os niveis séricos de PCR (A), ferritina (C) e LDH (E) em pacientes
estratificados em IL-6 Baixa, Média, Intermediaria e Alta. Diferenga estatistica entre IL-6 Baixa e IL-6
Intermediaria (P = 0,0322). Correlagdo de Pearson entre IL-6 e PCR (B), ferritina (D) e LDH (F). * P <
0,05

IL-6 € multifacetada e foi descrita em diversos artigos como mediador chave
do agravamento da COVID-19 (ZENG et al., 2020; VALYI-NAGY et al., 2022; CHEN
et al., 2021). Nossos dados corroboram com os esses achados dos 36 pacientes
incluidos nessa coorte, todos que foram classificados com IL-6 alta foram a o6bito (n
= 7), enquanto o grupo IL-6 baixa apenas 1 paciente ndo sobreviveu ( n = 8)
apresentando uma significancia estatistica entre os grupos IL-6 Alta vs. IL-6 Baixa (P
= 0.0025). Quando submetidos ao teste de regressao logistica simples, observamos
associagao entre IL-6 e obito (P = 0.0004 ) ( Figura 10). No entanto, IL-6 ja foi
descrita como importante para os processos de eliminacao viral, inclusive, podendo
suprimir a reativagao viral, proteger contra superinfecgdo e facilitar remodelagao
pulmonar apoés lesao viral (KANG et al., 2020; LAUDER et al., 2013). Além disso, o

direcionamento de IL-6 nos pacientes de alto risco pode representar uma melhora no
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desfecho da COVID-19 (HEFEZ,2022). Dessa forma, os papéis desempenhados por
IL-6 sdo importantes para o funcionamento adequado das respostas imunes, no
entanto a liberagdo excessiva é consideravelmente importante para exacerbacao da
resposta imune. Demonstrando um bom potencial para seu uso como marcador de
progndstico. Além disso, a elevagao de IL-6 pode estar relacionada ao aumento de

outras proteinas nesses pacientes que progridem para ébito.

Figura 10: grafico de correlagdo entre IL-6 e dbito.
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Fonte: autora.
Legenda: Teste de regressao logistica simples entre os niveis séricos de IL-6 e 6bito (P = 0.0004).

Apesar de nado termos observado alteragdes no padrdao de CCL5 nos
pacientes IL-6 alta em comparagao com os outros grupos (IL-6 Baixa P = 0.2058,
IL-6 média P = 0.1968, IL-6 Intermediaria P = 0.8818) (Figura 11 A e B), a analise de
regresséo logistica simples entre CCLS5 e ébito mostrou associagéo (Figura 11 C) (P
= 0.0100), assim como, CXCL9 e 6bito (P = 0.0235) (Figura 11 D). Observamos que
0 unico paciente que veio a Obito no grupo IL-6 baixa, apresentava concentracdes
elevadas de CCL5, bem como nos outros 3 grupos. Esse dado sugere que a CCL5

pode ser um marcador de progressdao da doenga em pacientes com IL-6 Baixa, mas

em estado grave.

Figura 11: CCL5 em pacientes COVID-19 grave
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Fonte: autora.
Legenda: analise estatistica entre niveis de IL-6 e CCL5 em pacientes COVID-19 graves subdivididos
em grupos baseado no nivel sérico de IL-6 (A). Correlagdes de Pearson entre IL-6 e CCL5 (B);
Regresséo logistica simples entre CCL5 e ébito (P = 0.0100) e CXCL9 e 6bito (P =0.0235).
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7 CONCLUSAO

Individuos COVID-19 grave, em ventilagdo mecénica, apresentam uma
resposta multifacetada e nem todos os pacientes apresentam concentragdes de IL-6
alta. Neste trabalho, observamos que concentragdes elevadas de IL-6 se
correlacionam com concentracbes elevadas de IL-8 e CXCL9. Assim como,
concentracoes elevadas IL-6, CCL5 e CXCL9 estdo associadas com desfecho de
obito. De fato, IL-6 parece estar associada a um pior prognostico. Analises de
protebmica no soro precisam ser finalizadas para avaliarmos se existem proteinas
diferencialmente alteradas nos pacientes que apresentam diferentes concentracoes
de IL-6 (Baixa, Média, Intermediaria e Alta) que evoluiram para obito e para

identificacdo de biomarcadores mais sensiveis de progressao.
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