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RESUMO 

INTRODUÇÃO: Com milhões de casos e mortes confirmadas em todo o mundo, a pandemia 
da doença do coronavírus 2019 (COVID-19), causada pela infecção do novo coronavírus, 
denominada síndrome respiratória aguda grave coronavírus 2 (SARS-CoV-2), se tornou uma 
preocupação mundial. Sabe-se que níveis elevados de glicose na corrente sanguínea são um dos 
principais fatores de risco para o agravamento da doença. No entanto, ainda não estão 
elucidados os reais mecanismos envolvidos no agravamento da COVID-19 em indivíduos com 
pré-diabetes e diabetes. OBJETIVO: O objetivo do presente estudo foi avaliar o papel do 
diabetes e do pré-diabetes no agravamento da COVID-19. MATERIAL E MÉTODOS: 
Inicialmente, foram identificados possíveis genes relacionados a gravidade da COVID-19 em 
indivíduos com diabetes a partir de dados públicos de expressão gênica em células 
mononucleares do sangue periférico (PBMCs). Em seguida, foram validados alvos de 
importância para a infecção do SARS-CoV-2 em PBMCs de pacientes com e sem diabetes. 
Dosagem de mediadores inflamatórios sistêmicos e análises de correlação foram utilizados para 
identificar fatores associados à gravidade da COVID-19 em pacientes com a glicemia alterada. 
RESULTADOS: As análises de dados globais públicos revelaram a via do metabolismo do 
leucotrieno como uma via potencialmente associada a condições respiratórias em pacientes com 
diabetes. Em seguida, identificamos, na fase aguda da COVID-19, um aumento na expressão 
dos genes ALOX5 e ACE2/TMPRSS2 em PBMCs de indivíduos com diabetes. Nesses 
pacientes, também foi encontrado um aumento dos níveis séricos de LTB4 e IL-6 em 
comparação a pacientes sem diabetes. O aumento de IL-6 observado em indivíduos com 
diabetes estava associado com maior internação em unidade de terapia intensiva. Em conjunto, 
os dados mostram que o diabetes, com a participação da via do LTB4, pode levar a COVID-19 
grave, induzindo lesão pulmonar mais intensa e maior tempo de doença. Curiosamente, 
pacientes com pré-diabetes, sob a participação da produção de IL-6, também evoluem para a 
COVID-19 grave em maior frequência, considerando a redução nas taxas de troca gasosa e 
maior tempo de hospitalização. Contudo, o pré-diabetes não induziu sequelas da COVID-19 
distintas daquelas de indivíduos sem diabetes. Além disso, nós mostramos também, que exames 
laboratoriais de rotina podem ser utilizados para identificar altos/baixos produtores de IL-6, 
cujos níveis estão relacionados com a gravidade da COVID-19. CONCLUSÃO: O aumento da 
produção de LTB4 e IL-6 observado em indivíduos com diabetes e pré-diabetes, 
respectivamente, pode piorar o desfecho da COVID-19. 
 
Palavras-chave: COVID-19. Diabetes. Inflamação. IL-6. LTB4. Pré-diabetes.
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ABSTRACT 

INTRODUCTION: With millions of confirmed cases and deaths worldwide, the coronavirus 
disease 2019 (COVID-19) pandemic caused by the infection of the novel coronavirus called 
severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) has become a worldwide 
concern. It is known that high levels of glucose in the bloodstream is one of the main risk factors 
for the worsening of the disease. However, the real mechanisms involved in the aggravation of 
COVID-19 in individuals with prediabetes and diabetes are not yet elucidated. OBJECTIVE: 
Thus, the aim of the present study was to evaluate the influence of diabetes and pre-diabetes on 
the worsening of COVID-19. MATERIAL AND METHODS: Initially, possible genes related 
to the severity of COVID-19 in individuals with diabetes were identified from public gene 
expression data in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). Then, we validated important 
targets for SARS-CoV-2 infection in PBMCs of patients with and without diabetes. Systemic 
inflammatory mediators and correlation analyzes were performed to identify factors associated 
with COVID-19 severity in patients with altered blood glucose. RESULTS: Public data 
analyzes revealed the leukotriene metabolism as a pathway potentially associated with 
respiratory conditions in patients with diabetes. Thus, we identified, during the acute phase of 
COVID-19, an increase in the expression of ALOX5 and ACE2/TMPRSS2 in PBMCs of 
individuals with diabetes. In these patients, we also found an increase in serum levels of LTB4 
and IL-6 compared to patients without diabetes. The increase in IL-6 observed in individuals 
with diabetes was associated with longer intensive care unit admission. Taken together, the data 
show that diabetes, with the participation of the LTB4 pathway, induces a more severe disease, 
with more intense lung damage (gas exchange rates) and longer disease duration. Interestingly, 
patients with prediabetes, under the participation of IL-6 production, also develop to severe 
COVID-19 more frequently, considering the reduction in gas exchange rates and longer 
hospitalization time. However, prediabetes did not induce sequelae of COVID-19 distinct from 
those of subjects without diabetes. In addition, we also show that routine laboratory tests can 
be used to identify different producers of IL-6, which is related to the severity of COVID-19. 
CONCLUSION: The increased production of LTB4 and IL-6 seen in individuals with diabetes 
and prediabetes, respectively, may worsen the outcome of COVID-19. 
 
Keywords: COVID-19. Diabetes. Inflammation.  IL-6. LTB4. Prediabetes.
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1 INTRODUÇÃO 

1.1. DO SARS-CoV À COVID-19 

1.1.1 SARS-CoV, MERS-CoV e o SARS-CoV 2 

 

Os coronavírus humanos (HCoVs) são membros da família dos coronavírus (CoVs) que 

são responsáveis por várias doenças respiratórias de gravidade variável como resfriado comum, 

bronquiolite e pneumonia. Os coronavírus são caracterizados pela presença de uma proteína em 

formato de espícula, a proteína spike (S), encontrada por toda a superfície do vírus, o que lhe 

dá um aspecto semelhante a uma coroa (ABDELRAHMAN; LI; WANG, 2020). Além da 

proteína S, os HCoVs são compostos pelas proteínas do envelope (E), de membrana (M) e do 

nucleocapsídeo (N). 

Dentre os vírus de RNA, os coronavírus possuem o maior genoma (26,4–31,7 kb) e 

podem ser classificados em quatro gêneros, o alfa, beta, gama e delta (KIRTIPAL; 

BHARADWAJ; KANG, 2020; WOO et al., 2009). O novo coronavírus 2 da Síndrome 

Respiratória Aguda Grave (SARS-CoV-2), o vírus da Síndrome Respiratória Aguda Grave 

(SARS-CoV) e o da Síndrome Respiratória do Oriente Médio (MERS-CoV) pertencem ao 

grupo dos betacoronavírus e estão entre os sete coronavírus capazes de infectar humanos 

(ABDELRAHMAN; LI; WANG, 2020). Os demais coronavírus causam um quadro de 

resfriado comum e apresentam ampla distribuição mundial. 

Com casos confirmados em 28 países ao redor do Mundo e deixando 774 mortos (taxa 

de letalidade de 10-15%), o SARS-CoV foi o primeiro membro dos coronavírus a induzir uma 

pandemia com início em 2002, na China (ABDELRAHMAN; LI; WANG, 2020; KIRTIPAL; 

BHARADWAJ; KANG, 2020). O SARS-CoV tem como possíveis reservatórios naturais os 

morcegos e como reservatório intermediário os gatos civetas. Sua transmissão se dá por meio 

de aerossóis, gotículas e contato (ABDELRAHMAN; LI; WANG, 2020; HU et al., 2017). 

Durante a interação parasito-hospedeiro o seu principal ligante é a enzima conversora da 

angiotensina 2 (ECA2) por meio do domínio de ligação ao receptor (RBD) da proteína S (LI et 

al., 2005). Com uma incubação de 2-7 dias, a leucopenia, linfopenia e trombocitopenia são as 

principais características hematológicas encontradas em pacientes infectados pelo SARS-CoV 

(ABDELRAHMAN; LI; WANG, 2020). 

Uma década depois da Síndrome Respiratória Aguda Grave (SARS) provocada pelo 

SARS-CoV, tendo como reservatório intermediário, camelos dromedários, o MERS-CoV 
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emergiu em países do Oriente Médio. Com diagnóstico confirmado em 27 países, a MERS 

resultou em 858 casos fatais. Possuindo uma taxa de letalidade maior que a do SARS-CoV, 

com cerca de 35%, a interação com as células do hospedeiro difere da cepa da pandemia 

anterior, sendo mediada, pela interação da porção RBD da proteína S com a enzima dipeptidil 

peptidase 4 (DPP4), uma proteína encontrada na superfície celular (ABDELRAHMAN; LI; 

WANG, 2020; CUI; LI; SHI, 2019; KIRTIPAL; BHARADWAJ; KANG, 2020). Com 

transmissão semelhante ao SARS-CoV, após a infecção, o MERS-CoV tende a permanecer em 

incubação por um período maior, em torno de 2-14 dias, causando leucocitose e monocitose em 

pacientes acometidos pela doença (ABDELRAHMAN; LI; WANG, 2020; PARK et al., 2017). 

Um terceiro episódio epidemiológico ocorreu envolvendo os HCoVs, em dezembro de 

2019 na província de Wuhan, na China. Uma nova cepa homóloga ao SARS-CoV, responsável 

pela Doença do Coronavírus 2019 (COVID-19), foi nomeada como SARS-CoV-2. Análises 

genômicas mostraram, com 96% de similaridade a outros coronavírus nativos, que o SARS-

CoV-2 tem os morcegos como primeiro hospedeiro e com 99% os pangolins (Manis spp.) como 

hospedeiro intermediário. No entanto, outros estudos ainda estão sendo realizados para melhor 

compreender a origem e evolução do SARS-CoV-2 (KIRTIPAL; BHARADWAJ; KANG, 

2020; YI et al., 2020; ZHOU et al., 2020b). O modo de transmissão do SARS-CoV-2 se dá 

como os demais HCoVs (SARS e MERS-CoV) e o modo de interação com a célula hospedeira 

se assemelha ao SARS-CoV, a partir da interação entre a proteína S do vírus com a ECA2 da 

célula hospedeira. Com um período de incubação de 2-14 dias, o SARS-CoV-2 possui uma taxa 

de letalidade menor que os outros HCoVs, cerca de 1-5%, no entanto, possui uma alta taxa de 

transmissibilidade, o que resulta em um grande número de infectados e de óbitos em todo o 

Mundo (ABDELRAHMAN; LI; WANG, 2020; LI et al., 2021). Com um número muito 

superior de indivíduos acometidos pela COVID-19, a infecção pelo SARS-CoV-2 foi reportada 

em 216 países espalhados em todos os seis continentes (HU et al., 2021). 

 

1.1.2 A COVID-19 

 

Segundo o painel de controle da Organização Mundial da Saúde (OMS), a pandemia da 

COVID-19 se tornou a enfermidade provocada por HCoVs mais devastadora até o momento 

(WHO, 2021). Até 09 agosto de 2022, segundo a OMS, os casos diagnosticados com a COVID-

19 já ultrapassam o número de 500 milhões em todo o Mundo, sendo que 6 milhões destes, 

foram a óbito. 
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O primeiro caso da doença foi reportado em 8 de dezembro de 2019 em Wuhan, na 

China. Em 31 de Dezembro de 2019 a secretaria de saúde de Wuhan informou publicamente a 

OMS sobre o surto de pneumonia com causa ainda indefinida, apresentando sintomas de 

pneumonia viral, incluindo febre, tosse e desconforto torácico e, em casos graves, dispneia e 

infiltração pulmonar bilateral. Em 09 de Janeiro de 2020 foi sequenciado e anunciado o agente 

etiológico do novo surto e, meses depois, em 11 de março de 2020, a COVID-19 provocada 

pelo SARS-CoV-2, foi definida como uma pandemia pela OMS (HU et al., 2021; ZHU et al., 

2020). 

 

1.1.3 A imunopatogênese 

 

Apesar de estruturalmente os HCoVs serem simples, a patogênese da COVID-19 é 

complexa e não totalmente compreendida, tendo início a partir da interação entre proteínas 

patógeno-hospedeiro, resultando na liberação de uma tempestade de mediadores inflamatórios 

e dano tecidual exacerbado (TAY et al., 2020). 

A infecção pelo SARS-CoV-2 inicia-se a partir da ligação do domínio de ligação ao 

receptor (RBD, subunidade 1) da proteína S do vírus com a enzima conversora de angiotensina 

2 (ECA2), presente em células epiteliais da via aérea, células epiteliais alveolares, células 

endoteliais e macrófagos residentes no pulmão (JIA et al., 2005; TAY et al., 2020). Apesar da 

ECA2 ser o ligante com maior afinidade, outro receptor também tem sido estudado como alvo 

de ligação do SARS-CoV-2, como CD147, também conhecido como Basigin ou EMMPRIN. 

No entanto, estudos com ECA2 tem sido mais frequentes, tornando essa via mais amplamente 

explorada e elucidada (ING et al., 2020). A ligação entre a RBD do vírus e a ECA2 da célula 

hospedeira, juntamente com a subunidade 2 (S2) da proteína S, ativa o processo de endocitose 

e fusão membranar, respectivamente (KIRTIPAL; BHARADWAJ; KANG, 2020; TAY et al., 

2020). Além da interação entre  RBD e ECA2, proteases como a serina transmembranar 2 

(TMPRSS2), furin e catepsina L são necessárias para permitir a entrada do vírus no citoplasma 

da célula hospedeira (HU et al., 2021).  

O processo de internalização, replicação e liberação viral não é silencioso do ponto de 

vista imunológico, devido a ativação de diversos receptores de reconhecimento de padrão, como 

os receptores do tipo Toll, do tipo NOD (NLR) e gene I induzível por ácido retinóico (RIG-I). 

Além disso, há indução de diferentes vias de morte celular, como apoptose, piroptose e necrose 

das células infectadas (ABDELRAHMAN; LI; WANG, 2020; KIRTIPAL; BHARADWAJ; 
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KANG, 2020; MUNIYAPPA; GUBBI, 2020; TAY et al., 2020). O reconhecimento e a indução 

de morte celular resultam no recrutamento de células imune como monócitos, macrófagos e 

posteriormente células T e B. Essa quimiotaxia é acompanhada pela liberação de mediadores 

inflamatórios como a interleucina (IL) do tipo 6, IL-1b, IL-2, IL-7, IL-10, interferon-gama 

(IFN-γ), proteína 10 induzida por interferon gama (IP-10), fator estimulador de colônias de 

granulócitos (G-CSF), proteína 1 quimioatraente de monócitos (MCP1), proteína inflamatória 

macrofágica 1 alfa (MIP1α), fator de necrose tumoral (TNF) e Leucotrieno B4 (LTB4) 

(BONYEK-SILVA et al., 2021; HAN et al., 2020; HUANG et al., 2020; PÉREZ et al., 2021; 

TAY et al., 2020). A liberação exacerbada desses mediadores, conhecida como tempestade de 

citocinas, está relacionada com a forma grave da doença e presente em maior frequência em 

pacientes não sobreviventes (HAN et al., 2020; TAY et al., 2020; ZHOU et al., 2020a, 2020c). 

Dentre os mediadores inflamatórios, a citocina IL-6 é um dos principais na tempestade 

de citocinas decorrente da COVID-19. Associado com a gravidade da doença, a IL-6 possui 

funções pleiotrópicas a depender do seu local e receptor ligante. Na COVID-19, alternativas 

terapêuticas buscam a inibição da ação da IL-6 como forma de atenuar a doença, sendo que um 

dos medicamentos mais utilizados nesse contexto é o Tocilizumabe, um anticorpo monoclonal 

inibidor competitivo da sinalização mediada por IL-6 (IL-6R) (GUBERNATOROVA et al., 

2020; ROSE-JOHN; WINTHROP; CALABRESE, 2017). 

A tempestade de citocinas, o infiltrado inflamatório, a liberação de espécies reativas de 

oxigênio (EROS) e o dano direto provocado pelo vírus a célula hospedeira, em conjunto, 

causam dano tecidual pulmonar caracterizado por descamação de células alveolares, formação 

de membrana hialina e edema pulmonar (TAY et al., 2020; XU et al., 2020). Essas alterações 

no tecido pulmonar resultam em uma ineficiência nas trocas gasosas e uma menor saturação de 

oxigênio, comprometendo assim a manutenção dos tecidos, o que dificulta a recuperação do 

paciente ou leva ao óbito por insuficiência respiratória (TAY et al., 2020). 

 

1.1.4 Manifestações clínicas 

 

O SARS-CoV-2 tem uma capacidade de transmissão muito alta, fazendo com que um 

número expressivo de pessoas seja infectado em um intervalo curto de tempo. Isso faz com que 

o vírus encontre diferentes perfis de hospedeiro, seja pela etnia, idade, sexo ou até mesmo por 

comorbidades preexistentes. Nesse contexto, a COVID-19 apresenta diferentes formas clínicas, 

podendo ser classificada como assintomática, leve, moderada e grave (BRODIN, 2021). Os 
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assintomáticos apesar de possuírem teste molecular positivo, não apresentam nenhum sintoma 

clínico aparente. Os indivíduos com a forma leve da doença apresentam poucos sintomas como 

febre, dor de garganta, tosse seca, mal-estar, dores no corpo, náuseas, vômitos, dor abdominal 

e diarreia. Nessa forma clínica dificilmente os indivíduos necessitam de suporte hospitalar. Por 

outro lado, na forma moderada, os pacientes apresentam sintomas mais característicos de 

pneumonia, como tosse e febre persistente. Nesses casos, é necessário a internação em leitos 

clínicos, porém sem a necessidade de ventilação mecânica. Entretanto, na forma grave, o 

paciente apresenta desconforto respiratório, possuindo uma saturação (SpO2) menor ou igual a 

93% e pressão parcial de oxigênio (PaO2) em razão da concentração de oxigênio inspirada 

(FiO2) no sangue arterial (PaO2/FiO2) menor ou igual a 300 mmHg. Além desses parâmetros, 

acima de 50% do pulmão apresenta comprometimento funcional a partir de exames de imagem. 

Na forma grave, os pacientes necessitam de internação em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) 

e frequentemente o uso de ventilação mecânica invasiva (VMI) na tentativa de reverter esse 

quadro ou minimizar o dano pulmonar (BRODIN, 2021; HAN et al., 2020; PARASHER, 2021). 

De acordo com um estudo realizado na China com 72.314 casos de COVID-19, a 

maioria dos pacientes desenvolvem a forma leve da doença (81%), a forma grave afeta 14% 

dos casos e 5% são enquadrados clinicamente como críticos (pacientes que apresentavam 

insuficiência respiratória, choque séptico e/ou disfunção ou insuficiência de múltiplos órgãos) 

(HU et al., 2021; WU; MCGOOGAN, 2020). 

 

1.1.5 Sintomas, sinais e características laboratoriais 

 

A COVID-19 é marcada por uma variedade de sinais e sintomas que dependem da 

gravidade da doença. Os sintomas mais frequentes são febres, fadiga, tosse, náusea, dor de 

cabeça, diarreia e produção de escaro. Já os sinais mais relatados são a congestão na garganta, 

inchaço de amígdala e aumento dos gânglios linfáticos (GUAN et al., 2020; LI et al., 2021). 

Durante a fase aguda da doença, além do aumento na produção de diversos mediadores 

inflamatórios alguns parâmetros laboratoriais sanguíneos também são alterados e utilizados 

como biomarcadores da gravidade da doença, como proteína C reativa (PCR), dímero-D, 

alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), ureia, creatinofosfoquinase 

(CK), creatinina, lactado desidrogenase (LDH) e procalcitonina. Os achados hematológicos 

mais comuns são a linfocitopenia, trombocitopenia e neutrofilia, sendo essas alterações mais 

predominantes em pacientes com maior gravidade da doença (GUAN et al., 2020; LI et al., 
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2021). Achados em nível radiológico e gasométrico, como área em vidro fosco, diminuição de 

SpO2 e PaO2/FiO2, respectivamente, são encontrados principalmente em pacientes com 

COVID-19 grave (GUAN et al., 2020; MUDATSIR et al., 2020; PARASHER, 2021). 

 

1.1.6 Sequelas  

 

Alguns termos são utilizados para definir as sequelas que a COVID-19 pode provocar, 

tais como: sequela pós-aguda de infecção por SARS-CoV-2 (PASC), Síndrome Pós-COVID, 

COVID-19 longa ou COVID-19 de longo prazo (LOPEZ-LEON et al., 2021). Estes sintomas 

podem persistir por duas ou mais semanas após a fase aguda. 

Na COVID-19 de longo prazo foram encontrados diversos sintomas residuais, sendo os 

mais frequentes fadiga, dor de cabeça, déficit de atenção, perda de cabelo e falta de ar (LOPEZ-

LEON et al., 2021). Em até 6 meses após a fase aguda alguns outros sintomas tem sido 

relatados, como fraqueza muscular, dificuldade para dormir, ansiedade e depressão (HUANG 

et al., 2021). Apesar de já serem descritos, ainda não estão estabelecidos quais os reais fatores 

de risco para a persistência desses sintomas. Alguns estudos têm demostrado que o sexo 

feminino e a gravidade da doença podem ter influência nestas sequelas. No entanto, ainda é 

necessário considerar que essa associação ao sexo seja um viés sociocultural e não 

necessariamente devido a doença, uma vez que mulheres tendem a ser mais cuidadosas e atentas 

à saúde, além de buscarem atendimento médico com mais frequência (DENNIS et al., 2021; 

HUANG et al., 2021; LOPEZ-LEON et al., 2021). Além dos sintomas descritos acima, danos 

em múltiplos órgãos tem sido identificados, como dano cardíaco, pulmonar, renal, hepático, 

pancreático e em órgãos linfoides secundários como o baço (DENNIS et al., 2021). Isso reflete 

na persistência de alterações em alguns marcadores laboratoriais como PCR, ferritina, dímero-

D, procalcitonina e IL-6 (LOPEZ-LEON et al., 2021). 

Ademais, o diagnóstico de diabetes tem sido reportado na COVID-19 de longo prazo e 

denominado de diabetes recente associado a COVID-19. É caracterizado por indivíduos com 

hiperglicemia e diagnóstico confirmado para COVID-19 sem histórico de diabetes e com níveis 

anteriores normais de hemoglobina glicada (HbA1c). No entanto, ainda são desconhecidos o 

tipo específico do diabetes que acomete esses pacientes, bem como o mecanismo envolvido 

nesta complicação (LOPEZ-LEON et al., 2021; RUBINO et al., 2020). 
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1.1.7 Fatores de risco 

 

Desde o início da pandemia de COVID-19, médicos e cientistas têm observado que um 

grupo de indivíduos tem desenvolvido a forma moderada/grave da doença com maior 

frequência. Logo nos primeiros estudos publicados foram identificadas características em 

comum entre esses indivíduos, o que definiu os fatores de risco para o desenvolvimento da 

COVID-19 grave. Dentre os principais fatores de risco descritos então: idade, sexo, pacientes 

imunocomprometidos e a presença de comorbidades, tais como obesidade, hipertensão, doença 

pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) e o diabetes (BRODIN, 2021; MUDATSIR et al., 2020; 

RICHARDSON et al., 2020). 

A idade avançada em indivíduos infectados pelo SARS-CoV-2 mostrou ser um fator 

importante para o agravamento da doença em comparação a pessoas mais jovens (GUAN et al., 

2020). Além disso, indivíduos do sexo masculino parecem ter maior predisposição para o 

agravamento da COVID-19, uma vez que o número de pacientes homens admitidos nas 

assistências hospitalares com a forma moderada/grave da doença é maior (GUAN et al., 2020; 

RICHARDSON et al., 2020). Pacientes com câncer e outras doenças sob a utilização de terapias 

imunossupressoras também são considerados fatores de risco para evolução da forma grave da 

COVID-19 (BRODIN, 2021; GAO et al., 2020). 

Obesidade, hipertensão e diabetes, são doenças destacadas quando se trata de COVID-

19 grave (MUDATSIR et al., 2020; RICHARDSON et al., 2020). Essas doenças metabólicas 

preocupam os médicos e as autoridades públicas de saúde no enfrentamento da pandemia da 

COVID-19 devido à alta prevalência dessas doenças na população mundial. A prevalência e 

incidência dessas doenças somadas a alta capacidade de transmissão do SARS-CoV-2, tornam 

necessários estudos que explorem e busquem alternativas terapêuticas para mitigar o impacto 

da COVID-19 nessa população. 

 

1.2 DIABETES E COVID-19 

 

1.2.1 Diabetes em números 

 

Caracterizado por níveis elevados de glicose na circulação sanguínea, o Diabetes 

mellitus é uma das desordens metabólicas mais frequentes no Mundo (KEANE et al., 2017). 

Até o período de 2019, segundo a Federação Internacional de Diabetes, 463 milhões de pessoas 
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na faixa etária de 20-79 anos vivem com diabetes em todo o Mundo, o que corresponde a 9,3% 

da população (FEDERATION, 2019). De modo preocupante estima-se um aumento gradativo 

anualmente, podendo chegar a 578 milhões de pessoas (10,2% da população) até o ano de 2030 

(FEDERATION, 2019). O aumento dessa prevalência está associado a múltiplos fatores, como 

a urbanização, transição epidemiológica, mudança nutricional, sedentarismo, obesidade, 

crescimento, envelhecimento populacional e à maior sobrevida dos indivíduos portadores do 

diabetes (LYRA et al., 2020).  

A lista dos 10 países com mais adultos portadores da doença é liderada pela China (116 

milhões de pessoas com diabetes), Índia (77 milhões) e os Estados Unidos da América (EUA) 

(31 milhões). Com 16,8 milhões de indivíduos com diabetes (8% da população), o Brasil ocupa 

a 5º posição da lista (FEDERATION, 2019; LYRA et al., 2020). No entanto, 46% da população 

brasileira apesar de serem portadores da doença ainda desconhecem o seu diagnóstico 

(FEDERATION, 2019). Neste cenário, há uma maior prevalência de pessoas do sexo masculino 

comparado com feminino e que vivem em regiões urbanas. 

Globalmente, 11,3% das mortes em adultos de 20-79 anos estão atreladas ao diabetes e 

suas complicações, o que corresponde a 4,2 milhões de pessoas só no ano de 2019 

(FEDERATION, 2019). Com uma despesa anual de US$ 52,3 bilhões o Brasil é o terceiro país 

que mais gasta no mundo devido ao diabetes e suas complicações, ficando atrás apenas do EUA 

(US$ 249,6 bilhões) e a China (US$ 109 bilhões), os quais lideram a lista (FEDERATION, 

2019). Diante de todos esses números, o diabetes tem ganhado grande atenção e se tornado uma 

preocupação para a saúde pública a nível mundial. 

 

1.2.2 O que é diabetes? 

 

A elevação dos níveis de glicose na corrente sanguínea de forma persistente é a principal 

característica do diabetes e pode ser consequência da não produção do hormônio insulina pelas 

células b pancreáticas, denominado Diabetes do tipo 1 (DM1) ou pelo reconhecimento 

ineficiente desse hormônio, levando a um quadro de resistência periférica a insulina, o que 

configura  o Diabetes do tipo 2 (DM2) (KATSAROU et al., 2017; KEANE et al., 2017). 

Com uma prevalência de 5 a 10% de todos os casos de diabetes, o DM1 ou insulínico 

dependente é uma doença autoimune provocada pela reação de autoanticorpos contra antígenos 

presentes nas células b da ilhota pancreática, as quais são responsáveis pela produção de 

insulina. Com sintomas como poliúria, polidipsia, fome constante, perda de peso, 
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comprometimento da visão e fadiga, o tratamento do DM1 é baseado na administração de 

insulina exógena com a finalidade de normalizar os níveis de glicose da corrente sanguínea 

(FEDERATION, 2019; LYRA et al., 2020). 

Por outro lado, o DM2 é a forma mais frequente da doença, com 85-95% dos casos, e é 

caracterizada pela resistência a insulina (RI) principalmente nos tecidos periféricos, como o 

tecido esquelético e adiposo (KEANE et al., 2017; ZHOU et al., 2016). Com sintomatologia 

semelhante ao DM1, o tratamento do DM2 se dá através de medicamentos normoglicemiantes, 

como Metformina, Gliclazida, análogos do peptídeo semelhante a glucagon 1 (GLP-1) e os 

inibidores de DPP4 (IDF -ATLAS DO DIABETES, 2015). 

 

1.2.3 Normoglicemia, pré-diabetes e diabetes 

 

Independentemente do tipo de diabetes, a variação glicêmica é um dos mais antigos e 

principais parâmetros laboratoriais utilizados pela população e sistemas de saúde. A dosagem 

da concentração dos níveis de glicose na corrente sanguínea consegue confirmar e predizer o 

diagnóstico do diabetes (FEDERATION, 2019). A glicemia em jejum, o Teste Oral de 

Tolerância a Glicose (TOTG), glicemia ao acaso e a HbA1c são os testes mais utilizados 

atualmente em nível mundial para monitoramento e diagnóstico do diabetes. No Brasil, a 

Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) considera, com base no teste de glicemia em jejum, 

níveis de glicose menores do que 100 mg/dL, indivíduos normoglicêmicos. Valores maiores ou 

igual a 100 e menores de 126 mg/dL, indivíduos com risco aumentado para o diabetes, ou 

simplesmente pré-diabético. Por fim, para aqueles indivíduos que possuem níveis maiores ou 

igual a 126 mg/dL, o diagnóstico de diabetes estabelecido é confirmado. Com a vantagem de 

refletir os valores glicêmicos dos últimos 3 e 4 meses e sofrer menos variabilidade dia a dia, o 

teste de HbA1c é um dos mais robustos para confirmação do diabetes. Nesse tipo de teste, 

valores menores de 5,7% classifica os indivíduos como normoglicêmicos. Valores acima ou 

igual a 5,7 e menores do que 6,5% classificam indivíduos com pré-diabetes e valores maiores 

ou igual a 6,5%, o diagnóstico do diabetes é confirmado. Para aqueles que possuírem valores 

acima de 200 mg/dL no TOTG e através da glicemia ao acaso também são considerados 

indivíduos portadores do diabetes (LYRA et al., 2020). 
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1.2.4 Complicações associadas ao Diabetes 

 

O Diabetes é uma doença de caráter crônico e silencioso que, ao longo do tempo, se não 

tratada pode levar diversas complicações, resultando na redução da qualidade de vida desses 

pacientes e um aumento dos custos nos sistemas públicos de saúde (FEDERATION, 2019). A 

elevação da concentração da glicose nos grandes e pequenos vasos do nosso corpo, de forma 

persistente, pode levar a doenças cardiovasculares, retinopatia, nefropatia, neuropatia, 

dificuldade de cicatrização, inflamação crônica de baixo grau, suscetibilidade a doenças 

infeciosas e agravamento de doenças respiratórias (BONYEK-SILVA et al., 2020; BOWLING; 

RASHID; BOULTON, 2015; BRANDT; SEREZANI, 2017; EZZATI, 2014; FEDERATION, 

2019; FILGUEIRAS et al., 2015a; GOLDEN et al., 2015; KATSAROU et al., 2017; 

KHATEEB; FUCHS; KHAMAISI, 2019; VINCENT et al., 2011; WU et al., 2016). 

As doenças cardiovasculares são as causas mais comuns de morte em pacientes com 

diabetes, dentre estas estão a angina, infarto do miocárdio, acidente vascular cerebral, doença 

arterial periférica e insuficiência cardíaca (FEDERATION, 2019; SR et al., 2013). As doenças 

cardiovasculares e diabetes, juntos, em 2010 foram responsáveis por mais de 33% de todas as 

mortes do mundo (EZZATI, 2014). O paciente com diabetes, principalmente do tipo 2, possui 

os maiores fatores de risco para as doenças cardiovasculares, como a obesidade, hipertensão, 

dislipidemia, coagulabilidade, disfunção endotelial e neuropatia (LEON, 2015). A inflamação 

exacerbada induzida pelo diabetes, com a participação de Interleucina 1 (IL-1), IL-6 e proteína 

quimioatrante de monócitos (MCP-1) tem sido correlacionado com a disfunção endotelial, 

infarto do miocárdio e cardiomiopatias (MATHEUS et al., 2013). 

A retinopatia diabética, com uma prevalência de 80% em pacientes com DM1, é uma 

complicação microvascular que afeta de forma moderada ou grave a visão em pacientes 

portadores do diabetes, podendo progredir até para a perda total da visão (HANG et al., 2014; 

KATSAROU et al., 2017; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). A retinopatia 

induzida pelo diabetes é caracterizada principalmente pelo extravasamento vascular e a 

neovascularização, esses dois fatores são provenientes da ativação dos produtos finais da 

glicação avançada (AGE), ativação da Proteína Quinase C (PKC) e a ativação da via de 

superóxido. A ativação dessas vias resulta na regulação positiva de fatores imunológicos, 

imunogênicos e pró-angiogênicos, como fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), 

TNF-α, IL-1, IL-6, IL-8 e MCP-1 (HANG et al., 2014). 
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O dano induzido pelo diabetes à pequenos vasos sanguíneos localizados nos rins pode 

levar ao quadro de nefropatia, onde os rins se tornam menos eficientes ou até mesmo totalmente 

falhos (IDF, 2015; NAVARRO-GONZÁLEZ et al., 2011). O Estagio Final de Doença Renal 

(EFDR) tem uma incidência de até 10 vezes maior em pacientes com diabetes comparado com 

aqueles que não são portadores da doença (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). A 

hiperglicemia age de forma direta nas células renais residentes ou não, levando a produção de 

mediadores inflamatórios e fatores de crescimento, os quais provocam alterações no glomérulo 

desses pacientes, incluindo arteriosclerose hialina, aumento da deposição de colágeno e 

aumento da permeabilidade glomerular (SCHENA, 2005). 

A Neuropatia diabética, complicação que afeta os nervos, é a complicação mais comum 

do diabetes, afetando cerca de 50% durante o curso da doença. A participação da hiperglicemia 

no contexto da neuropatia se dá́ principalmente pela disfunção mitocondrial ocasionado pela 

mudança metabólica e consequente produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) 

(VINCENT et al., 2011). A forma mais comum é a neuropatia periférica, a qual os nervos 

sensoriais dos pés são os mais afetados, podendo levar a dor, formigamento e perda de 

sensibilidade (BOWLING; RASHID; BOULTON, 2015; IDF -ATLAS DO DIABETES, 

2015). 

 

1.2.5 Inflamação 

 

A resposta inflamatória, de modo controlado e auto limitante, é um processo biológico 

de importância fundamental na defesa contra patógenos e para a homeostase dos tecidos 

(CHEN; NUÑEZ, 2010). No entanto, além dos Padrões Moleculares Associados a Patógenos 

(PAMPs) que ativam a resposta imunológica, ela pode ser acionada mesmo na ausência desses 

gatilhos, induzindo uma resposta inflamatória em condições estéreis, denominada de 

“inflamação estéril”. Esse perfil inflamatório é desencadeado pelo acúmulo de produtos 

metabólicos como colesterol, ácidos graxos livres, ácido úrico ou glicose (BRANDT; 

SEREZANI, 2017; FILGUEIRAS et al., 2015b). 

A alta concentração de glicose no sangue encontrada em indivíduos portadores do 

diabetes resulta na ativação da inflamação estéril, caracterizada por elevados níveis de 

mediadores pró-inflamatórios como IL-1b, IL-6, TNF-a e Leucotrieno B4 (LTB4) (BALTZIS; 

ELEFTHERIADOU; VEVES, 2014; FILGUEIRAS et al., 2015b; ZAND; 

MORSHEDZADEH; NAGHASHIAN, 2017). Esses mediadores estão relacionados com a 
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resistência à insulina, nos casos de DM2, e no agravamento de outras complicações 

conhecidamente associadas ao diabetes (BONYEK-SILVA et al., 2020; BORST, 2004; 

BRANDT et al., 2018; LI et al., 2015; SHI et al., 2019).  

Dentre os mediadores proteicos da imunidade inata que participam da imunopatogênese 

do diabetes e suas complicações, as citocinas IL-1b, IL-6 e TNF-a são as bem mais estudadas. 

A produção aumentada de IL-1b em ambientes hiperglicêmicos está intimamente ligada com a 

perda de função, induzida por apoptose, das células beta pancreáticas a partir da ativação do 

receptor FAS. Além disso, a presença de IL-1b e ácidos graxos livres, juntos, mostrou-se ter 

um maior impacto na manutenção da inflamação em contextos hiperglicêmicos (DONATH; 

SHOELSON, 2011). A IL-6 e o TNF-a  possuem um papel importante na base do DM2, a 

resistência à insulina, principalmente em pacientes obesos onde a produção desses mediadores 

são maiores devido a produção por adipócitos (DONATH; SHOELSON, 2011; WELLEN; 

HOTAMISLIGIL, 2005). A sinalização comprometida do transportador de glicose do tipo 4 

(GLUT4) através da ação do TNF-a  é um dos principais mecanismos para resistência à insulina 

periférica (GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011). O LTB4 é um mediador lipídico inflamatório 

derivado da cascata de sinalização do ácido araquidônico (AA) sob a ação da enzima 5- 

lipoxigenase (5-LO) juntamente com a proteína de ativação (FLAP), o qual após a ação de uma 

hidrolase, o LTB4 então formado, pode se ligar ao Receptor de LT tipo 1 (BLT1) ou 2 (BLT2), 

sendo o BLT1 o de maior afinidade com o LTB4. Esse reconhecimento ativa respostas 

biológicas nas células, tais como degranulação de neutrófilos, fagocitose, produção de Espécies 

Reativas de Oxigênio (ROS), Oxido Nítrico (NO), citocinas como GM-CSF, TNF- α, IL-6 e 

IL-1β, além de quimiocinas como Proteína quimioatrativa de monócitos (MCP-1), quimiocina 

CXC Ligante 1 (CXCL1) e CXCL2 (BRANDT; SEREZANI, 2017; TODA; YOKOMIZO; 

SHIMIZU, 2002). 

No entanto, o impacto dessa inflamação estéril no desfecho da COVID-19 ainda é pouco 

conhecido, tornando necessários estudos com objetivo de compreender a imunopatogênse da 

doença para minimizar o dano e otimizar o cuidado clínico desses indivíduos. 

 

1.2.6 Suscetibilidade a infecções 

 

Apesar do estado inflamatório crônico, sistêmico e exacerbado, indivíduos com diabetes 

são mais suscetíveis a diferentes doenças infecciosas (ALVES; CASQUEIRO; CASQUEIRO, 

2012a; BENFIELD; JENSEN; NORDESTGAARD, 2007; BONYEK-SILVA et al., 2020, 
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2021; BRANDT et al., 2018; KRAKAUER, 2015). Os estudos indicam que a hiperglicemia 

influencia o desfecho de doenças infecciosas independentemente do tipo de microrganismo. Já 

foi amplamente descrito que o diabetes piora quadros infecciosos causados por bactérias, 

fungos, vírus e até mesmo protozoários (ALVES; CASQUEIRO; CASQUEIRO, 2012b; 

BONYEK-SILVA et al., 2020, 2021; CHÁVEZ-REYES et al., 2021). Juntamente com um 

comprometimento na indução de EROs, a produção de mediadores inflamatórios de forma 

aberrante ou desbalanceada vem sendo associada com o aumento da suscetibilidade em 

diferentes doenças infecciosas no contexto do diabetes (BONYEK-SILVA et al., 2020; 

BRANDT et al., 2018). 

Estima-se que cada 1 mmol/L de glicose acima dos níveis normais aumenta cerca de 6-

10% o risco para infecções de pele, do trato urinário e no tecido pulmonar (BENFIELD; 

JENSEN; NORDESTGAARD, 2007). Assim, a COVID-19, uma doença de caráter infeccioso, 

agravada por uma inflamação exacerbada e em um tecido sensível ao dano, acende um alerta 

em indivíduos mais suscetíveis como os portadores do diabetes. 

 

1.2.7 Diabetes e a COVID-19 

 

A inflamação crônica de baixo grau, o aumento da suscetibilidade a infecções e o 

agravamento de doenças pulmonares estão entre as complicações mais negligenciadas dentre 

aquelas que acometem indivíduos diabéticos. Considerando a importância da elucidação dos 

mecanismos envolvidos nestas complicações, a pandemia da COVID-19 tornou urgente essa 

questão para o diabetes, um importante fator de risco para a forma grave da doença. 

Desde o início da pandemia da COVID-19 a comunidade médica já relatava a grande 

quantidade de pacientes com diabetes admitidos nos hospitais devido as complicações da 

infecção pelo SARS-CoV-2 (BONYEK-SILVA et al., 2021; RICHARDSON et al., 2020; 

WANG et al., 2020b). No entanto, ainda eram desconhecidos os fatores que predispunham 

alguns indivíduos a desenvolver a forma grave da doença. Atualmente, alguns mecanismos já 

são compreendidos, tais como o aumento na expressão da ECA2, o principal receptor para 

infecção do SARS-CoV-2, em células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) cultivadas 

em condições de hiperglicemia. Além disso, o aumento na produção de IL-1b, IL-6 e TNF-a 

observado após a infecção de maneira dependente da concentração de glicose (CODO et al., 

2020). Este aumento na expressão de ECA2 juntamente com as citocinas, em PBMCs sob 

condições hiperglicêmicas, foi acompanhado de menor eliminação do SARS-CoV-2 (CODO et 
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al., 2020). Porém, atualmente é consenso na literatura que o diabetes, apesar de ter a 

hiperglicemia como característica base, é uma doença complexa, envolvendo diferentes fatores 

biológicos, desde alteração hormonal até danos vasculares. Essa alta complexidade dificilmente 

é levada em consideração em modelos de cultura celular de doadores saudáveis. Assim, 

Bonyek-Silva e colaboradores demonstraram que PBMCs de pacientes com diabetes 

acometidos pela COVID-19, de fato, possuem um aumento na expressão dos genes que 

codificam ECA2, mas também de TMPRSS2 e LTB4. Estas alterações estavam envolvidas na 

gravidade da doença nesses pacientes (BONYEK-SILVA et al., 2021). 

Nosso estudo demonstrou que pacientes diabéticos com COVID-19 requerem mais 

tempo de internação em leitos clínicos e de UTI, além da duração da doença ser maior nesses 

indivíduos. Ademais, a capacidade de troca gasosa nesses pacientes foi mais comprometida em 

comparação aos indivíduos sem diabetes (BONYEK-SILVA et al., 2021). Achados similares 

já foram descritos ao analisar os pulmões, principal órgão afetado pela COVID-19, de pacientes 

com diabetes sem infecção pelo SARS-CoV-2, onde apresentam aumento da proteína ECA2, 

podendo também influenciar o desfecho da doença (WIJNANT et al., 2020). A gravidade da 

doença também é influenciada pela hiperglicemia, podendo ser um marcador desde a admissão 

nos hospitais dos pacientes por COVID-19. No entanto, o manejo e controle glicêmico desses 

pacientes durante a fase aguda da COVID-19 foi marcada por incertezas. A utilização de 

normoglicemiantes, como a Metformina, foi associada à piora do quadro clínico desses 

pacientes, porém sem aumentar a taxa de mortalidade (CHENG et al., 2020). Por ser um doença 

recente, esses achados ainda não são consenso entre a comunidade científica (BRAMANTE et 

al., 2021), uma vez que outras evidências sugerem que a insulina e inibidores de DPP4 são 

estratégias mais eficazes para serem utilizadas em diferentes formas clínicas da doença (LIM 

et al., 2021; SARDU et al., 2020; WANG et al., 2020b). 

Assim como o diabetes, outros fatores de risco vêm sendo estudados por diferentes 

grupos de pesquisas, tais como o pré-diabetes. Alguns poucos relatos na literatura e perspectivas 

individuais indicam que esses pacientes com COVID-19 parecem evoluir de forma diferente, 

uma vez que não apresentam prognóstico como indivíduos sem diabetes, mas também não 

agravam como os portadores do diabetes (HEIDARPOUR et al., 2020; KOH et al., 2021; 

SATHISH; CHANDRASEKARAN, 2021; SMITH et al., 2021; SOURIJ et al., 2021; WANG 

et al., 2020b). Nesse contexto, Wang e colaboradores mostrou o impacto do nível glicêmico em 

condições normais, de pré-diabetes e diabetes na mortalidade e agravamento de pacientes com 
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COVID-19, onde foi observado que existia uma relação de aumento do nível glicêmico e o pior 

prognóstico para a doença (WANG et al., 2020b).  

O conhecimento sobre a associação entre o diabetes e a COVID-19 durante a fase aguda 

da infecção pelo SARS-CoV-2 segue avançando, apesar dos estudos sobre esse tema ainda 

serem escassos. Ademais, muitos relatos na literatura tem abordado o surgimento de sequelas 

após a fase aguda da doença, como fadiga, cefaleia, déficit de atenção, queda de cabelo e 

dispneia, as quis podem persistir por meses (LOPEZ-LEON et al., 2021). Apesar do diabetes 

ser relatado em pacientes que apresentaram sintomas residuais da COVID-19 por longo 

período, o diabetes não parece sem um grande preditor para o aparecimento dessas sequelas, 

uma vez que a o perfil de sintomas relatados não difere daqueles de pacientes que não possuem 

diabetes (FERNÁNDEZ-DE-LAS-PEÑAS et al., 2021; SUDRE et al., 2021). 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

A pandemia da COVID-19 tem provocado internações e óbitos por todo o mundo. Com 

uma capacidade de transmissão superior à dos demais coronavírus, o SARS-CoV-2 tem 

infectado milhões de pessoas, que frequentemente já possuem outras comorbidades, dentre elas, 

as doenças metabólicas, como obesidade, hipertensão e diabetes. 

O diabetes, causado por elevados níveis de glicose na circulação sanguínea, é uma das 

doenças metabólicas com grande incidência em todo o mundo. Dentre outras complicações, os 

indivíduos portadores do diabetes naturalmente possuem uma inflamação crônica de baixo grau 

persistente e um aumento na suscetibilidade a infecções. Estas condições podem aumentar o 

risco de evolução para a forma grave da COVID-19, uma doença infecciosa e de caráter 

inflamatório. Assim, desde os primeiros relatos sobre a COVID-19, o diabetes foi incluído 

como um dos principais fatores de risco para o agravamento da doença. No entanto, os possíveis 

mecanismos envolvidos nesse aumento de risco para a forma grave da COVID-19 nessa 

população ainda são pouco conhecidos. Portanto, estudos que busquem identificar, descrever e 

explorar esses mecanismos com a finalidade de minimizar os impactos socioeconômicos da 

doença são de grande importância para a atual e possíveis futuras pandemias decorrentes de 

infecções virais. 
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3 MANUSCRITO I 3 

 

3.1 HIPÓTESE 

 

A inflamação exacerbada em indivíduos com diabetes piora o desfecho da COVID-19. 

 

3.2 OBJETIVOS 

 

3.2.1 Objetivo geral  

 

Identificar mecanismos imunológicos associados ao agravamento da COVID-19 em 

indivíduos com diabetes. 

 

3.2.2 Objetivos específicos 

 

• Analisar o perfil de expressão gênica em PBMCs induzido pelo diabetes utilizando 

dados globais públicos; 

• Identificar vias de sinalização induzida pelo diabetes associadas ao agravamento da 

COVID-19; 

• Validar os achados de expressão gênica em PBMCs de pacientes diagnosticados com 

COVID-19 e diabetes; 

• Mensurar os níveis de mediadores inflamatórios no plasma de pacientes com diabetes 

ou não, ambos diagnosticados com COVID-19; 

• Correlacionar os achados de expressão e mediadores inflamatórios com a gravidade da 

COVID-19 em pacientes com diabetes ou não; 

• Caracterizar a população e o estado clínico de pacientes com diabetes ou não, ambos 

admitidos em hospital de referência ao tratamento para COVID-19 na cidade de 

Salvador – BA. 
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3.3 LTB4-DRIVEN INFLAMMATION AND INCREASED EXPRESSION OF 

ALOX5/ACE2 DURING SEVERE COVID-19 IN INDIVIDUALS WITH DIABETES 

 

Inflamação guiada por LTB4 e aumento da expressão de ALOX5/ACE2 durante a COVID-19 

em indivíduos com diabetes 

 

O objetivo desse estudo foi avaliar se a inflamação crônica de baixo grau do diabetes poderia 

desempenhar um papel no desenvolvimento da COVID-19 grave. Para isso, coletamos dados 

clínicos e amostras de sangue de pacientes com e sem diabetes internados por COVID-19. As 

amostras de plasma foram usadas para dosar mediadores inflamatórios e as células 

mononucleares do sangue periférico foram destinadas para análise de expressão gênica do 

receptor principal para o SARS-CoV-2 (ACE2/TMPRSS2) e da molécula principal da síntese 

do leucotrieno B4 (LTB4), codificada pelo gene ALOX5. Os achados mostram que o diabetes 

induz a ativação da via do LTB4 e que durante a COVID-19 aumenta a expressão de 

ACE2/TMPRSS2 e ALOX5. O diabetes também foi associado a distúrbios relacionados a 

COVID-19, como redução da saturação de oxigênio e aumento na duração da doença. Além 

disso, a expressão aumentada de ACE2 e ALOX5 foi relacionada com a gravidade da doença 

nesses pacientes. Este estudo confirmou que um dos produtos da via dos leucotrienos, o LTB4, 

estava significativamente aumentado em nível plasmático nos indivíduos com diabetes. Além 

disso, podemos verificar que os níveis séricos de IL-6 estavam aumentados apenas em 

indivíduos com diabetes que necessitaram de cuidados intensivos. Em conjunto, esses 

resultados indicam que os níveis sistêmicos de LTB4 e IL-6, bem como a expressão de 

ACE2/ALOX5 nas células do sangue, podem estar associados com a gravidade da COVID-19 

em indivíduos com diabetes. 

 

Este artigo foi publicado no periódico internacional Diabetes (Fator de impacto JCR 2021 = 

9.461). 
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                                Arquivos suplementares - MANUSCRITO I 

 

Supplementary Figure 1. Tracheal secretion from COVID-19 patients with DM trends 
toward increased expression of ALOX5 and ACE2/TMPRSS2 viral receptors. Relative 
expression of ACE2 (A), TMPRSS2 (B) and ALOX5 (C) in tracheal secretion of NDM and 
DM patients with COVID-19. Dotted line = control group relarive expression. Data shown as 
median. 

 

Supplementary Figure 2. No correlation between ACE2 and ALOX5 is observed in NDM 
COVID-19 patients. Correlation between the expression of ALOX5 and ACE2 in PBMCs of 
NDM individuals with COVID-19 (A). Spearman r correlation. 
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Supplementary Figure 3. No difference in IL-1b production between NDM and DM 
groups of patients with COVID-19. IL-b serum levels in NDM and DM individuals with 
COVID-19. Dotted line = cut-off for detection limit. Data shown as median. 

 

 

Supplementary Figure 4. LTB4 is the most prevalent inflammatory mediator at systemic 
levels. Global and individualized view of LTB4 (red), IL-6 (green) and TNF-a (blue) 
production in NDM (A) and DM (B) individuals with COVID-19 through Cubic spline analysis.  
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Supplementary Figure 5. O2 saturation levels are reduced in DM patients with COVID-
19 compared with NDM individuals. SpO2 in NDM and DM patients with COVID-19. Data 
shown as median. * p<0.05. 

 

 

Supplementary Figure 6. Correlation between inflammatory mediators and clinical 
parameters of NDM and DM individuals with COVID-19. Correlation between ALOX5 and 
LTB4 (A), PaO2/FiO2 and SpO2/FiO2 (B), disease duration and hospitalization days (C), IL-6 
and hospitalization days (D), TNF-a and LTB4 (E) in NDM and DM patients with COVID-19. 
Dotted lines = median of NDM group. Spearman r correlation. * p<0.05. **** p<0.0001. 
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Supplementary Figure 7. Liver enzymes are altered in DM patients with COVID-19 
compared to NDM group. Quantification of Leucogram (A), platelets (B), C-reactive protein 
(C), Lactate dehydrogenase (D), Glutamic-oxalacetic Transaminase (E), Glutamic Pyruvic 
Transaminase (F), Gamma-glutamyl transferase (G), Alkaline phosphatase (H), Lactate (I), 
Urea (J) and Creatinine (K) in NDM and DM patients with COVID-19. Data shown in median. 
* p<0.05. 
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4 MANUSCRITO II 

 

4.1 HIPÓTESE  

 

Inflamação decorrente do risco aumentado para o diabetes (pré-diabetes) é suficiente 

para agravar a COVID-19. 

 

4.2 OBJETIVOS  

 

4.2.1 Objetivo geral  

 

Identificar mecanismos imunológicos observados em indivíduos com pré-diabetes 

associados ao agravamento da COVID-19. 

 

4.2.2 Objetivos específicos 

 

• Caracterizar a população e o estado clínico de pacientes sem diabetes e com pré-

diabetes; 

• Mensurar os níveis de mediadores inflamatórios no plasma de pacientes com COVID-

19 sem diabetes e com pré-diabetes; 

• Correlacionar os níveis dos mediadores inflamatórios com a gravidade da COVID-19; 

• Analisar as sequelas da COVID-19 após 3 meses do início dos sintomas em pacientes 

sem diabetes e com pré-diabetes. 
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4.3 PREDIABETES INDUCES MORE SEVERE ACUTE COVID-19 ASSOCIATED WITH 

IL-6 PRODUCTION WITHOUT WORSENING LONG-TERM SYMPTOMS 

 

Pré-diabetes induz COVID-19 aguda mais grave associado à produção de IL-6 sem piorar os 

sintomas a longo prazo 

 

Nesse trabalho, nós buscamos avaliar a influência do pré-diabetes nas fases aguda e de longo 

prazo da COVID-19. Para isso, comparamos mediadores inflamatórios, parâmetros 

laboratoriais, clínicos e sintomas em pacientes com COVID-19 com pré-diabetes (PDM) e sem 

diabetes (NDM) durante a fase aguda e 3 meses após a doença. Os resultados mostram que os 

pacientes com PDM tiveram maior tempo de internação e necessitaram mais frequentemente 

de assistência na unidade de terapia intensiva. Na admissão, comparados aos NDM, os pacientes 

com PDM apresentavam níveis séricos mais elevados de IL-6, mediador que se relacionou com 

menor saturação e maior gravidade da doença. No pós-COVID-19, o PDM não induziu grandes 

alterações nos parâmetros laboratoriais e sintomas residuais, mas influenciou o perfil dos 

sintomas relatados. Assim, este estudo mostrou que o PDM está relacionado ao risco de 

desenvolvimento de COVID-19 grave e que a IL-6 sérica elevada parece ser um biomarcador 

promissor de COVID-19 grave nesses pacientes. Além disso, os achados mostram que o PDM, 

apesar de piorar a COVID-19, não causa sequelas significativas a longo prazo. 

 

Este artigo foi publicado no periódico internacional Frontiers Endocrinology (Fator de impacto 

JCR 2022 = 6.055). 
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Arquivos suplementares - MANUSCRITO II 

Table S1. Medications used during hospitalization for COVID-19 in patients without 
diabetes (NDM) and with prediabetes (PDM). 

 Patients, n 

CHARACTERISTICS                      NDM (n = 

23) 

PDM (n = 

19) 

p 

value 

Systemic corticosteroid n, 

N (%) 

13/22 (59%) 13/16 (81%) 0.178 

Anticoagulant n, N (%) 16/20 (80%) 13/14 (93%) 0.378 

Dobutamine n, N (%) 0/22 (0%) 3/17 (18%) 0.074 

Noradrenaline n, N (%) 5/22 (23%) 9/17 (53%) 0.091 

Antiviral n, N (%) 5/21 (24%) 7/15 (47%) 0.175 

                     n = Positive numbers; N = Number available 

 

Table S2. Multivariate logistic regression analysis for severe COVID-19 outcome. 

Characteristic OR1 95% CI1 p-value 

Sex    

Female — —  

Male 0.86 0.16, 4.35 0.9 

Age (years) 0.98 0.94, 1.02 0.4 

Condition    

NDM — —  

PDM 2.27 0.38, 15.3 0.4 

IL-6 Producer (yes) 19.1 2.71, 401 0.012 

 



59 
 
 

 

Table S3. Sociodemographic characteristics of oligosymptomatic and polysymptomatic 
patients with symptoms after 3 months of COVID-19 acute phase. 

 Oligosymptomatic Polysymptomatic 

CHARACTERI

STICS                      

NDM (n = 

40) 

PDM (n = 

73) 

p value NDM (n = 

27) 

PDM (n 

= 27) 

p value 

Male, n/N (%) 25/40 

(62%) 

41/73 

(56%) 

0.513 7/27 

(26%) 

7/27 

(26%) 

>0.999 

Age, mean ± SD 53 ± 10 56 ± 12 0.222 53 ± 10 53 ± 10 0.813 

Admission to ICU 

n, N (%) 

14/22 

(64%) 

27/61 

(44%) 

0.119 6/13 

(46%) 

7/18 

(37%) 

0.598 

IMV required n, N 

(%) 

5/14 (36%) 6/27 

(22%) 

0.462 3/6 (50%) 2/7 

(28%) 

0.592 

ICU = Intensive Care Unit; IMV = Invasive Mechanical Ventilation; n = Total number of 
patients; N = Number of patients with information available. 
 

 

Figure S1. Expression of gateway receptors for SARS-CoV-2 is not altered in PBMCs 
from patients with prediabetes and COVID-19. Gene expression of (A) ACE2, (B) 
TMPRRS2 and (C) FURIN in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from patients with 
COVID-19, without diabetes or with prediabetes. 
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Figure S2. Laboratory parameters after 3 months of the acute phase of COVID-19. Values 
of (A) Urea, (B) Alanine aminotransferase, (C) Aspartate aminotransferase, (D) 
Creatinofosfoquinase, (E) Hemoglobin, (F) Cretinine, (G) Platelets, (H) C-reactive protein, (I) 
White Blood Cells and (J) Lymphocytes in NDM and PDM patients 3 moths after COVID-19. 
Gray region = limit of reference values. Mann Whitney test, * p < 0.05; ** p < 0.01. 
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5 MANUSCRITO III 

 

5.1 HIPÓTESE  

 

Marcadores laboratoriais de rotina servem como indicadores dos níveis de produção de 

IL-6 durante a COVID-19. 

 

5.2 OBJETIVOS  

 

5.2.1 Objetivo geral  

 

Identificar e caracterizar subpopulações de produtores de IL-6 durante a COVID-19 

associadas à gravidade da doença. 

 

5.2.2 Objetivos específicos 

 

• Identificar e caracterizar subpopulações de pacientes com COVID-19 de acordo com os 

níveis de produção de IL-6; 

• Associar subpopulações de produtores de IL-6 com a gravidade da COVID-19; 

• Identificar biomarcadores laboratoriais capazes de definir as subpopulações de 

produtores de IL-6 na COVID-19. 
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5.3 CLINICAL CHARACTERIZATION AND LABORATORY SIGNATURE OF 

DIFFERENT IL-6 PRODUCERS IN COVID-19 

 

Caracterização clínica e assinatura laboratorial de diferentes produtores de IL-6 na COVID-19 

 

Diante da importância do mediador IL-6 na gravidade da COVID-19 e da dificuldade de 

identificar pacientes alto produtores em exames de rotina, nesse estudo nós buscamos 

caracterizar e identificar subpopulações de produtores de IL-6 na fase aguda da COVID-19. 

Para isso, nós mensuramos os níveis de IL-6 no plasma de 405 pacientes com COVID-19 e 

identificamos as subpopulações por meio da produção diferenciada de IL-6. Em seguida, 

caracterizamos, associamos com desfechos clínicos e avaliamos possíveis marcadores 

laboratoriais capazes de predizer as subpopulações de produtores de IL-6 na COVID-19. Nós 

identificamos 3 subpopulações com base na formação de clusters (não, baixo e alto produtor de 

IL-6). Os altos produtores de IL-6 necessitaram de maiores cuidados intensivos, ventilação 

mecânica invasiva e uso de corticoides, além de possuírem um tempo de sobrevivência menor 

decorrente da COVID-19. Nós também verificamos que marcadores laboratoriais de rotina 

podem ajudar identificar essas subpopulações de produtores de IL-6, sendo a proteína C reativa, 

a de maior destaque. Assim, nesse estudo foi possível observar que existe uma relação entre o 

nível de produção de IL-6 e diferentes desfechos na COVID-19, sendo que os altos produtores 

são os com piores prognósticos. Além disso, exames laboratoriais de rotinha podem auxiliar na 

identificação de diferentes produtores de IL-6. 
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Abstract 

Aims: COVID-19 pandemic has left its mark all over the world, with millions of deaths 

resulting from the disease. Nowadays, it is known that the severe form of COVID-19 is 

associated with an exacerbated inflammation, named cytokine storm. Interleukin 6 (IL-6) is a 

key cytokine is this process, it is known that in the development of COVID-19 there are no, 

low and high producers for this mediator, however, it is not measured routinely in public 

hospitals. This limitation renders the assessment of IL-6 production underused as a potential 

indicator of disease progression. The aim of this study is to characterize and to identify, through 

routine exams, high and low IL6 producers. Materials and methods: Blood samples from 405 

patients with COVID-19 were collected on hospital admission. Plasma samples were harvested 

and assessed for IL-6 production. The levels of IL-6 defined subsets of patients based on high 

or low producers. After, the groups were clinically characterized and routine laboratory tests 

were searched as group indicative. Results: We found that high IL-6 producers require more 

intensive care assistance, mechanical ventilation, use of steroids and have a shorter survival 
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time. Leukocytes, platelets, lactate, C-reactive protein (CRP), lactate dehydrogenase, creatine 

kinase isoform B (CKMB), creatinine and urea levels were able to distinguish high and low IL-

6 producers. However, CRP is the variable most associated with IL-6 production in COVID-

19. Conclusions: The results highlight the potential of IL-6 as a predictor of disease severity in 

COVID-19. In addition, different routine laboratory tests can be used to identify high and low 

producers of IL-6, especially CRP. 

 

Introduction 

 Scientific knowledge about Coronavirus disease 2019 (COVID-19) has been 

continuously and rapidly advancing. However, the consequences of COVID-19 pandemic still 

impact the world population and health services. With more than six million deaths around the 

world, this disease caused by the infection of the new coronavirus SARS-CoV-2 is a major 

public health and economical problem (WHO). 

It is known that SARS-CoV-2 infection occurs through the interaction of its SPIKE 

protein with gateway receptors such as the angiotensin 2 converting enzyme (ACE2) in the 

host. After virus internalization mediated by proteins such as serine 2 transmembrane protease 

(TMPRSS2) and FURIN, a cytokine storm is released, causing tissue damage and loss of 

function, mainly in lungs (Moore & June, 2020; Tay et al., 2020). Among the different 

inflammatory mediators released, interleukin 6 (IL-6) has been widely reported as a key 

mediator of severe COVID-19, which may require intensive care assistance, mechanical 

ventilation and culminate in death (Bonyek-Silva et al., 2021; Broman et al., 2021; Jones & 

Hunter, 2021; Moore & June, 2020; Tay et al., 2020; Y. Z. Zhou et al., 2021). It is known that 

high levels of IL-6 are related to the immunopathology of respiratory failure in the COVID-19 

(Gubernatorova et al., 2020). These levels of IL-6 in patients with COVID-19, in addition to 

being increased, are heterogeneous among patients, thus, different from previous studies, where 

IL-6 levels are quantified after stratification by disease severity, in this study, we seek to 

understand the impact of low and high IL-6 producers prospectively. 

IL-6 is a cytokine that participates in innate immunity with pleiotropic functions. 

According to receptor recognition, IL-6 may act as an anti-inflammatory (binding with 

membrane receptor) or pro-inflammatory (binding with soluble receptor) mediator (Honore et 

al., 2020; Patra et al., 2020). In severe COVID-19, IL-6 inhibitors have been used as an 

alternative of therapy for disease control, such as Tocilizumab. The use of Tocilizumab has 
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been strategically indicated for some patients, considering the severity and time of the disease 

(Honore et al., 2020; Matthay & Luetkemeyer, 2021; Wu et al., 2021). 

Due to the importance of IL-6 in the inflammatory response, it is crucial to identify 

subsets of high producer patients at the earliest. Together with the limitation of routinely 

measure IL-6 in hospitals with low resources, mainly in developing countries, the aim of this 

study is to evaluate whether routine laboratory markers can identify different IL-6 producers. 

Thus, the results presented herein should contribute to an appropriated use of IL-6 inhibitor 

drugs, which are already scarce in the health system of these countries. 

 

Materials and methods 

 

Study approval 

This study followed the principles of the Declaration of Helsinki. The Institutional 

Board for Ethics in Human Research at the Gonçalo Moniz Institute, Oswaldo Cruz Foundation 

(CAAE 36199820.6.0000.0040), and Irmã Dulce Social Works (CAAE 

33366020.5.0000.0047) approved this study. Participants gave informed consent previous to 

any data and sample collection. 

 

Patients 

For this study, diagnosed patients were considered those who had a positivity of 

molecular test (RT-qPCR) or clinical history for COVID-19. The patients were admitted in 

Ernesto Simões Filho General and Memorial Hospital, Salvador, Brazil. Four hundred and five 

patients were recruited from the period from August of 2020 to February of 2021. Clinical data 

from all patients were obtained on admission from medical records and managed on the 

REDCap platform. The different reference values between men and women, when analyzed in 

groups, were considered to have the highest upper and lower limits. Patients who did not agree 

to sign the free and informed consent, were pregnant, had symptoms for >14 days, and had been 

in the hospital for >48 h were excluded of this study. The study cohort was matched for time of 

symptom onset (see table 1). 

 

Quantification of IL-6 levels and group definition 

Blood samples from all patients (n = 405) were collected at admission. Plasma was 

separated to quantify the IL-6 levels using Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
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(R&D Systems, USA). Non-producer (n = 127), low (n = 215) and high (n = 63) IL-6 producer 

groups were defined based on hierarchical clustering using an unsupervised analysis. 

 

Statistical analysis 

Data are presented as mean and SD or median and interquartile range values for 

numerical variables and proportions (%) for categorical variables. For variables with normal 

distribution, we used ANOVA (three or more groups). For non-normal distribution, we used 

Mann–Whitney test (two groups), Kruskal–Wallis with Dunn's post-test (three or more groups), 

and the Spearman test we used for correlations analysis. Chi-Square or Fisher's exact test was 

used to compare proportions. The hierarchical clustering and decision tree analysis was 

performed using Orange software version 3.28. Outliers were identified using ROUT method 

(Q=1%). The tests were conducted using Prism 8 software (GraphPad, USA). Differences were 

considered statistically significant when p < 0.05, or adj. p < 0.05 for multiple comparisons. 

 

Results 

Subsets of IL-6 producers during COVID-19 

It has been reported that IL-6 is a potential marker for severity in COVID-19. However, 

patients produce different levels of IL-6, from none to low and high producers. Then, we 

assessed IL-6 production by patients with different outcomes of COVID-19. Based on the ROC 

curve (Figure 1A), IL-6 is a potential indicator of hospitalization type (>11.85pg/mL; AUC= 

0.72; sensitivity of 71.3% and specificity of 66.6%, LR 2.1; p= <0.0001), need of  mechanical 

ventilation (>18.28pg/mL; AUC= 0.73; sensitivity of 74.3% and specificity of 63.2%, LR 2.0; 

p= <0.0001) and death (>23.20pg/mL; AUC= 0.77; sensitivity of 72.9% and specificity of 

65.0%, LR 2.0; p= < 0.0001) due to complications of COVID-19 (Figure 1A). 

In order to identify subsets of IL-6 producers, an unsupervised hierarchical clustering 

analysis was carried out with 405 COVID-19 patients. Four clusters of patients were identified 

based on the level of IL-6 production (Figure 1B) and named as high, low or non-producers. 

Patients with levels of IL-6 above 319.8pg/ml (IQR 174.6 - 490.1) were considered high 

producers (Clusters 2-4), while low producers (Cluster 1) have 26.3pg/mL (IQR 15.7 - 51.3) on 

average and non-producers (NP have undetectable levels of IL-6.  

In view of the statistical analysis, clusters 2-4 are not different from each other but are 

statistically different from clusters 1 and NP (p = < 0.0001) (Figure 1C). Figure 1D shows that 

high IL-6 producers predominantly develop severe COVID-19 compared to those with the 
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moderate form (18.4% vs 1.6%). These findings indicate that the subset of patients with high 

IL-6 levels should be further explored and early identified during admission to health centers. 

Regarding group pairing, it is important to mention that there is no difference between 

sex and comorbidities, with the exception of heart disease. On the other hand, the median age 

of IL-6 producers is relatively higher compared to NP. Interestingly, in terms of symptoms, the 

low and high IL-6 producers reported less dyspnea and myalgia compared to NP patients (see 

Table 1). 

 

IL-6 levels dictate different outcomes of COVID-19 

 Next, we sought to investigate whether IL-6 production is associated with different 

outcomes of COVID-19. The results show that almost all high IL-6 producers (98%) require 

intensive care assistance (ICU), a significant high percentage compared to low (89%) and NP 

(69%). This is also similar for the need of mechanical ventilation (MV), where 76% of high IL-

6 producers required MV, a percentage 7.6 times higher than NP (10%) and 1.8 times, compared 

to low producers (42%). In addition, high IL-6 producers also required corticosteroid therapy 

more frequently (91%) than NP (67%) and low producers (81%). Finally, we assessed the final 

outcome of COVID-19 (hospital discharge or death) and the results are alarming, where 67% 

of high IL-6 producers died due to complications from COVID-19, compared with 5.3% and 

31% of NP and low producers, respectively (Figure 2A). These findings highlight that early 

identification of patients with high levels of IL-6 could improve their therapy and reverse this 

prognosis. 

 We also investigated whether IL-6 production could be associated with the length of 

hospital stay. Regarding hospitalization in clinical beds (BC), there is no difference between 

IL-6 producers. However, for those admitted in ICU, high IL-6 producers spend 20 days (IQR 

16-39) from symptoms onset to hospital discharge, compared to 18 days for low (IQR 15-22) 

and 14 days for NP patients (IQR 10-19). Regardless of hospitalization type, high IL-6 

producers require prolonged hospital stay (Figure 2B). 

 Lungs are frequently affected in severe COVID-19 and high IL-6 producers develop 

significantly more lung injury based on SpO2/FiO2 and PaO2/FiO2 ratios. High IL-6 producers 

had a median SpO2/FiO2 ratio of 163 (IQR 112-283) compared to 237 of low (IQR 107 - 348) 

and 254 of NP (IQR 118-456).  Comparing lung injury measured by PaO2/FiO2 ratio, high IL-

6 producers have a median of 184 (IQR 116-261) compared to 188 of low (IQR 106 - 338) and 
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266 of NP (IQR 129 - 412), which is considered as light lung injury in 61%, 32% and 40% for 

NP, Low and High IL-6 producers, respectively (Figure 2C). 

 The major outcome of COVID-19 is patient survival or death, in this context, high IL-6 

producers have a shorter life span, with a median of 7 days (IQR 2-14), compared to 14 days of 

NP (IQR 5-32) and 12 days of low producers (IQR 5-20) (Figure 2D). Figure 2E shows the 

probability of death for each group, where high IL-6 producers have a shorter mean of survival, 

14 days on average, compared to 37 days of NP and 23 days of low producers. 

 

Laboratory parameters are altered in IL-6 producers during COVID-19 

 It has already been demonstrated the importance of identify IL-6 producers early during 

COVID-19. However, its quantification requires time, investment, and skilled labor, which 

render it unfeasible in most public hospitals, especially in developing countries. Thus, we 

sought to identify routine laboratory parameters capable of predict high IL-6 producers. 

 Markers of liver and kidney damage, cell damage, clotting, blood glucose, and 

electrolytes were evaluated (See Figure 3 and Supplementary 1). Figure 3 summarizes the 

differences observed between NP and Low/High groups. White blood cells (WBC) count is 

increased in high (10.9x103, IQR 7.0–15.3) and low (9.7x103, IQR 6.8–14.6) IL-6 producers 

compared to NP (8.2x103, IQR 5.7–12.1) (Figure 3A). Interestingly, only high IL-6 producers 

presented significant changes in platelets count (40% of patients with high IL-6 levels are 

outside the reference values compared with 23% and 19% for NP and low producers, 

respectively). The median of platelets number is 168 (IQR 124-214) for high IL-6 producers, 

compared with 221 (IQR 171-271) and 219 (IQR 156-284) for low and NP, respectively (Figure 

3B). On the other hand, the majority of low IL-6 producers are within the reference values for 

Lactate (95% compared to 73% for both NP and high IL-6 producers) (Figure 3C). Figure 3D 

summarizes the findings for C-reactive protein (CRP), where 85% of high and 78% of low IL-

6 producers have altered values for CRP, a percentage above that found in non-producer 

patients (48%) for IL-6. In addition, the median of CRP levels is significantly higher in low 

(12.6 mg/L, IQR 5.6–68.5) and high (11.8 mg/L, IQR 6.1–15.3) IL-6 producers compared to 

NP (4.4 mg/L, IQR 1.5–9.8). We also evaluated the ability of lactate dehydrogenase (LDH) 

levels to identify different IL-6 producers. High IL-6 producers have increased levels of LDH 

(849.0 U/L, IQR 633.8 - 1107) compared to low (621.5 U/L, IQR 436.5 - 835.3) and NP (479.0 

U/L, IQR 423.5 - 580.0). Thus, 92% of high IL-6 producers are outside the reference values, 

compared to 74% for low and 67% for NP (Figure 3E). Furthermore, the creatine kinase MB 
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isoenzyme (CKMB) is increased in high (27.0 U/L, IQR 11.0–90.0) and low (27.0 U/L, IQR 

15.5–37.2) IL-6 producers compared to NP (16.6 U/L, IQR 11.5–22.0). Both high and low IL-

6 producers have 53% of their patients outside CKMB reference values, a significant increase 

compared to NP group (13%) (Figure 3F). 

Creatinine and urea, two renal markers, presented altered levels in low or high IL-6 

producers. Figure 3G shows that Creatinine is increased in high IL-6 producers compared to 

NP.  However, their median is within the reference range. In addition, there is no difference in 

numbers of patients with altered creatinine values between the groups. Regarding urea results, 

the median for low (48.9 mg/dL, IQR 34.7 – 81.0) and high (50.9 mg/dL, IQR 32.8 – 86.4) IL-

6 producers are above the reference values, but only low IL-6 producers are statistically 

different from NP (41.1 mg/dL, IQR 31.4 – 69.7) (Figure 3H). 

For analysis of possible predictors for IL-6 producer subtypes we used the Receiver 

Operating Characteristic Curve (ROC). The analyses of ROC curve shows that WBC values 

are able to differentiate low (> 8.63pg/mL; AUC = 0.60; sensitivity of 60.4% and specificity of 

51.8%, LR 1.2; p = 0.0024) and high IL-6 producers (> 9.73 pg/mL; AUC = 0.62; sensitivity 

of 60.3% and specificity of 58.3%, LR 1.4; p = 0.0060) from NP (Figure 3A). Furthermore, 

platelet count is able to predict the group of high IL-6 producers compared to NP (< 193.5 

pg/mL; AUC = 0.66; sensitivity of 60.0% and specificity of 59.0%, LR 1.4; p = 0.0008) (Figure 

3B). Similar results are observed with the ROC curve, where Lactate values are able to only 

separate NP from low IL-6 producers (< 1.5 pg/mL; AUC = 0.70; sensitivity of 67.9% and 

specificity of 69.7%, LR 2.2; p = 0.0007) (Figure 3C). The CRP is a promise parameter to 

identify low (> 5.0 pg/mL; AUC = 0.74; sensitivity of 78.2% and specificity of 55.8%, LR 1.7; 

p < 0.0001) and high (> 5.8 pg/mL; AUC = 0.75; sensitivity of 82.3% and specificity of 61.0%, 

LR 2.1; p < 0.0001) IL-6 producers (Figure 3D). The LDH is also a significant biomarker for 

high IL-6 producers (> 577.5pg/mL; AUC = 0.83; sensitivity of 91.6% and specificity of 75.7%, 

LR 3.7; p = 0.0006) and a promise indicator of low IL-6 producers (> 491.5pg/mL; AUC = 

0.63; sensitivity of 68.5% and specificity of 54.5%, LR 1.5; p < 0.0325) (Figure 3E). CKMB 

can also differentiate high (> 17.5 U/L; AUC = 0.70; sensitivity of 73.3% and specificity of 

52.6%, LR 1.5; p < 0.0226) and low (> 16.6 U/L; AUC = 0.69; sensitivity of 72.5% and 

specificity of 50.0%, LR 1.4; p < 0.0014) IL-6 producers from NP (Figure 3F). Creatinine is 

only able to differentiate high IL-6 producers from NP (> 1.1U/L; AUC = 0.62; sensitivity of 

62.7% and specificity of 63.0%, LR 1.7; p < 0.0083) (Figure 3G). Urea poorly distinguished 

high (> 43.3mg/dL; AUC = 0.59; sensitivity of 64.4% and specificity of 54.4%, LR 1.4; p < 
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0.0499) and low (> 42.4mg/d; AUC = 0.58; sensitivity of 60.1% and specificity of 5262; p < 

0.0116) IL-6 producers (Figure 3H).  

Together, these results show that routine laboratory parameters are altered in high and 

low IL-6 producers, rendering them potential indicators of early IL-6 production (Figure 3I).

  

CRP is a potential biomarker to identify high IL-6 producers during COVID-19  

Many laboratory parameters are altered in low and high IL-6 producers during COVID-

19. However, principal component analysis (PCA) shows that these parameters are poorly able 

to define these populations (See supplementary figure 2). Then, using a multiple linear 

regression analysis, we sought to identify parameters most associated with IL-6 production. 

The results indicate that CRP (p = 0.0052) and LDH (p = 0.0270) are laboratory markers most 

associated with the production of IL-6 (Figure 4A). Based on the distribution of CRP (Gain 

ratio = 0.208) and LDH (Gain ratio = 0.070) values for each group, we observed that CRP is 

more efficient to identify NP, low and high IL-6 producers (Figure 4B, C). Next, we build a 

decision tree showing that CRP is a promise laboratory parameter able to define high IL-6 

producers (Figure 4D). In addition, low platelet levels in high IL-6 producers may further 

contribute to identify this group (see supplementary figure 3). We also found a positive 

correlation between CRP levels with IL-6 production (r = 0.3, p < 0.0001) (Figure 4E). Finally, 

a multivariate logistic regression analysis with ROC curve revealed that the CRP/IL-6 axis is 

associated with non-survival of patients with COVID-19 (AUC = 0.78, p < 0.0001) (Figure 4F). 

Taken together, the results presented herein show that subsets of patients with COVID-

19 can be identified based on their levels of IL-6 production, which seems to play a role in the 

clinical manifestation of the disease. Furthermore, this study aimed to identify routine 

laboratory parameters as indicators of IL-6 levels, since they are frequently requested in public 

hospitals, as opposed to the quantification of IL-6.  We show that routine laboratory parameters 

can be useful in determine high IL-6 producers early in the development of COVID-19, 

especially CRP and platelets. This can be crucial to manage the choice of therapy and improve 

patients prognosis. 

 

Discussion 

The cytokine IL-6 is a key mediator in the outcome of COVID-19, despite great 

advances in the knowledge of the disease, little is known about the different producers of IL-6 

(Han et al., 2020; Tay et al., 2020). Knowing the need and difficulty of detect these producers 
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in public hospitals, in this work we characterized and show possible laboratory markers capable 

of helping in the identification of subpopulations of IL-6 producers in COVID-19. 

Shortly after the World Health Organization (WHO) declared COVID-19 a pandemic 

disease, the cytokine IL-6 was already described as a possible good biomarker for the most 

severe form of the disease (Wang et al., 2020). The development of severe COVID-19 is 

characterized by the need for intensive care, mechanical ventilation and greater lung damage, 

these worse outcomes have been associated with the production of IL-6 in this and other studies 

(Broman et al., 2021; Coomes & Haghbayan, 2020; Gubernatorova et al., 2020; Han et al., 

2020; Moore & June, 2020). We found that with advancing age, patients with COVID-19 

appear to produce higher levels of IL-6. It is known that healthy individuals tend to increase by 

0.05 pg/mL every 1 year of age. Indeed, IL-6 production and advanced age are risk factors for 

severe COVID-19 (Said et al., 2021; F. Zhou et al., 2020). 

In a clinical study, levels above 30 pg/mL of IL-6 were sufficient to consider the need 

for mechanical ventilation in patients with COVID-19 (Galván-Román et al., 2021). In search 

of values that can be used as biomarkers in clinical practice, Liu and colleagues showed that 

IL-6 production above 32.1 pg/mL was related to severe COVID-19 (Liu et al., 2020a). On the 

other hand, a meta-analysis showed that the range of IL-6 production in healthy subjects was 

from 0 to 43.5 pg/mL (Said et al., 2021). This reinforces the need to characterize subgroups of 

IL-6 producers to understand the range of production in a specific disease. 

With strong evidence that IL-6 is one of the main inflammatory mediators for the worst 

prognosis of COVID-19, it did not take long for the medical and scientific community to test 

drugs capable of inhibiting the effect of this mediator. For a beneficial outcome for the patient 

with COVID-19, the prescription of therapies to block the action of IL-6 must be carefully 

analyzed, observing the patient's health status, the severity of the disease and the intervention 

time, since, results are shown to be heterogeneous (Honore et al., 2020; Jones & Hunter, 2021; 

Matthay & Luetkemeyer, 2021). 

Although we are scientifically convinced of the importance of IL-6 levels in the outcome 

of COVID-19, the measurement of IL-6 production is not routine in public hospitals in 

underdeveloped or developing countries, so cheaper and more sensitive alternatives to identify 

these producers are welcome in current and future pandemics by coronavirus. This is the first 

study that seeks to identify subpopulations of IL-6 producers using routine laboratory markers. 

We found different laboratory markers capable of distinguishing non, low and high producers. 

Changes in blood laboratory markers are used as a predictor for severe COVID-19, however, 
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the objective of this study is to identify which ones are most associated with the production of 

IL-6, a key mediator for the worst prognosis and possible therapeutic target (Gallo Marin et al., 

2021; Guan et al., 2020; Velavan & Meyer, 2020; Wu et al., 2021; Zhang et al., 2020). In this 

context, systemic levels of CRP proved to be the best biomarker for IL-6 production. The 

induction of CRP by IL-6 is already known in the field of immunology, we showed that the 

CRP/IL-6 axis is related to non-survival of patients with COVID-19 (del Giudice & Gangestad, 

2018; Liu et al., 2020b; Y. Z. Zhou et al., 2021). Although less associated with IL-6 production 

than CRP, LDH is also associated with mediator production and is present in severe cases of 

COVID-19 (Huang et al., 2020; Zhang et al., 2020). 

Together, our findings show that there are different subgroups of IL-6 producers in 

COVID-19, which have different clinical characteristics and outcomes. We have shown that 

there is a relationship between increased IL-6 levels and worse COVID-19 outcomes. 

Furthermore, we identified that laboratory markers such as WBC, platelets, lactate, LDH, 

CKMB and especially CRP can be used to help identify subgroups of IL-6 producers. In 

addition to strategically helping to prescribe IL-6 inhibitors indirectly, the findings of this study 

facilitate the identification of possible producers of IL-6 in a simple, routine and inexpensive 

way, especially for hospitals with low resources. 

 

Authorship 

 I.B.S., T.C.S., S.N., R.K., P.R.S.O., A.B., R.T., C.B., M.B-N., V.B., and N.M.T. 

contributed to the article's writing or substantial involvement in its revision before submission. 

M.R.S.C., and J.R.C. conducted the medical care of the research participants. I.B.S., J.S., S.N., 

A.I. and L.E. processed the biological samples and performed the laboratory essays. I.B.S., 

contributed to the acquisition of the data or the analysis and interpretation of information. I.B.S., 

N.M.T., and V.B.B. were involved in the study's conception, hypotheses delineation, and 

design. N.M.T. is this work's guarantor. She had full access to all the study's data and takes 

responsibility for the integrity of the data and the accuracy of the data analysis. 

 

Acknowledgments   

We thank the health professionals who participated directly and indirectly in the care of 

patients. This work was supported by Inova Fiocruz – Oswaldo Cruz Foundation, Coordenação 

de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior – Brazil (CAPES) under Finance Code 001, 

Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico – BRAZIL (CNPq) and 



73 
 
 

 

Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado da Bahia - Brazil (FAPESB) project SUS0033/2021. 

AB, CB, and MB-N are CNPq fellows. 

 

Conflict of Interest Statement 

The authors have declared that no conflict of interest exists. 

 

References 
Bonyek-Silva, I., Machado, A. F. A., Cerqueira-Silva, T., Nunes, S., Cruz, M. R. S., Silva, J., 
Lima Santos, R., Barral, A., Oliveira, P. R. S., Khouri, R., Serezani, H. C., Brodskyn, C., 
Caldas, J. R., Barral-Netto, M., Boaventura, V., & Tavares, N. M. (2021). LTB4-driven 
inflammation and increased expression of ALOX5/ACE2 during severe COVID-19 in 
individuals with diabetes. Diabetes. https://doi.org/10.2337/db20-1260 
 
Broman, N., Rantasärkkä, K., Feuth, T., Valtonen, M., Waris, M., Hohenthal, U., Rintala, E., 
Karlsson, A., Marttila, H., Peltola, V., Vuorinen, T., & Oksi, J. (2021). IL-6 and other 
biomarkers as predictors of severity in COVID-19. Annals of Medicine, 53(1), 410–412. 
https://doi.org/10.1080/07853890.2020.1840621  
 
Coomes, E. A., & Haghbayan, H. (2020). Interleukin-6 in Covid-19: A systematic review and 
meta-analysis. Reviews in Medical Virology, 30(6), 1–9. https://doi.org/10.1002/RMV.2141 del 
Giudice, M., & Gangestad, S. W. (2018). Rethinking IL-6 and CRP: Why they are more than 
inflammatory biomarkers, and why it matters. Brain, Behavior, and Immunity, 70, 61–75. 
https://doi.org/10.1016/J.BBI.2018.02.013  
 
Gallo Marin, B., Aghagoli, G., Lavine, K., Yang, L., Siff, E. J., Chiang, S. S., Salazar-Mather, 
T. P., Dumenco, L., Savaria, M. C., Aung, S. N., Flanigan, T., & Michelow, I. C. (2021). 
Predictors of COVID-19 severity: A literature review. Reviews in Medical Virology, 31(1), 
1–10. https://doi.org/10.1002/RMV.2146  
 
Galván-Román, J. M., Rodríguez-García, S. C., Roy-Vallejo, E., Marcos-Jiménez, A., Sánchez-
Alonso, S., Fernández-Díaz, C., Alcaraz-Serna, A., Mateu-Albero, T., Rodríguez-Cortes, P., 
Sánchez-Cerrillo, I., Esparcia, L., Martínez-Fleta, P., López-Sanz, C., Gabrie, L., del Campo 
Guerola, L., Suárez-Fernández, C., Ancochea, J., Canabal, A., Albert, P., … Montes, N. (2021). 
IL-6 serum levels predict severity and response to tocilizumab in COVID-19: An observational 
study. The Journal of Allergy and Clinical Immunology, 147(1), 72-80.e8. 
https://doi.org/10.1016/J.JACI.2020.09.018  
 
Guan, W., Ni, Z., Hu, Y., Liang, W., Ou, C., He, J., Liu, L., Shan, H., Lei, C., Hui, D. S. C., 
Du, B., Li, L., Zeng, G., Yuen, K.-Y., Chen, R., Tang, C., Wang, T., Chen, P., Xiang, J., … 
Zhong, N. (2020). Clinical Characteristics of Coronavirus Disease 2019 in China. New 
England Journal of Medicine, 382(18), 1708–1720. https://doi.org/10.1056/nejmoa2002032  
Gubernatorova, E. O., Gorshkova, E. A., Polinova, A. I., & Drutskaya, M. S. (2020). IL-6: 
Relevance for immunopathology of SARS-CoV-2. Cytokine and Growth Factor Reviews, 
53, 13–24. https://doi.org/10.1016/j.cytogfr.2020.05.009  
 
Han, H., Ma, Q., Li, C., Liu, R., Zhao, L., Wang, W., Zhang, P., Liu, X., Gao, G., Liu, F., Jiang, 
Y., Cheng, X., Zhu, C., & Xia, Y. (2020). Profiling serum cytokines in COVID-19 patients 



74 
 
 

 

reveals IL-6 and IL-10 are disease severity predictors. Emerging Microbes and Infections, 
9(1), 1123–1130. https://doi.org/10.1080/22221751.2020.1770129  
 
Honore, P. M., Barreto Gutierrez, L., Kugener, L., Redant, S., Attou, R., Gallerani, A., & de 
Bels, D. (2020). Inhibiting IL-6 in COVID-19: we are not sure. Critical Care (London, 
England), 24(1). https://doi.org/10.1186/S13054-020-03177-X  
 
Huang, C., Wang, Y., Li, X., Ren, L., Zhao, J., Hu, Y., Zhang, L., Fan, G., Xu, J., Gu, X., 
Cheng, Z., Yu, T., Xia, J., Wei, Y., Wu, W., Xie, X., Yin, W., Li, H., Liu, M., … Cao, B. (2020). 
Clinical features of patients infected with 2019 novel coronavirus in Wuhan, China. The 
Lancet, 395(10223), 497–506. https://doi.org/10.1016/S0140-6736(20)30183-5  
 
Jones, S. A., & Hunter, C. A. (2021). Is IL-6 a key cytokine target for therapy in COVID-19? 
Nature Reviews. Immunology, 21(6), 337–339. https://doi.org/10.1038/S41577-021-00553-8  
Liu, F., Li, L., Xu, M. da, Wu, J., Luo, D., Zhu, Y. S., Li, B. X., Song, X. Y., & Zhou, X. 
(2020a). Prognostic value of interleukin-6, C-reactive protein, and procalcitonin in patients with 
COVID-19. Journal of Clinical Virology : The Official Publication of the Pan American 
Society for Clinical Virology, 127. https://doi.org/10.1016/J.JCV.2020.104370  
 
Liu, F., Li, L., Xu, M. da, Wu, J., Luo, D., Zhu, Y. S., Li, B. X., Song, X. Y., & Zhou, X. 
(2020b). Prognostic value of interleukin-6, C-reactive protein, and procalcitonin in patients 
with COVID-19. Journal of Clinical Virology : The Official Publication of the Pan 
American Society for Clinical Virology, 127. https://doi.org/10.1016/J.JCV.2020.104370  
 
Matthay, M. A., & Luetkemeyer, A. F. (2021). IL-6 Receptor Antagonist Therapy for Patients 
Hospitalized for COVID-19: Who, When, and How? JAMA, 326(6), 483–485. 
https://doi.org/10.1001/JAMA.2021.11121  
 
Moore, J. B., & June, C. H. (2020). Cytokine release syndrome in severe COVID-19. Science 
(New York, N.Y.), 368(6490), 473–474. https://doi.org/10.1126/SCIENCE.ABB8925  
 
Patra, T., Meyer, K., Geerling, L., Isbell, T. S., Hoft, D. F., Brien, J., Pinto, A. K., Ray, R. B., 
& Ray, R. (2020). SARS-CoV-2 spike protein promotes IL-6 trans-signaling by activation of 
angiotensin II receptor signaling in epithelial cells. PLoS Pathogens, 16(12). 
https://doi.org/10.1371/JOURNAL.PPAT.1009128  
 
Said, E. A., Al-Reesi, I., Al-Shizawi, N., Jaju, S., Al-Balushi, M. S., Koh, C. Y., Al-Jabri, A. 
A., & Jeyaseelan, L. (2021). Defining IL-6 levels in healthy individuals: A meta-analysis. 
Journal of Medical Virology, 93(6). https://doi.org/10.1002/JMV.26654  
 
Tay, M. Z., Poh, C. M., Rénia, L., MacAry, P. A., & Ng, L. F. P. (2020). The trinity of COVID-
19: immunity, inflammation and intervention. Nature Reviews Immunology, 20(6), 363–374. 
https://doi.org/10.1038/s41577-020-0311-8  
 
Velavan, T. P., & Meyer, C. G. (2020). Mild versus severe COVID-19: Laboratory markers. 
International Journal of Infectious Diseases : IJID : Official Publication of the 
International Society for Infectious Diseases, 95, 304–307. 
https://doi.org/10.1016/J.IJID.2020.04.061  
 



75 
 
 

 

Wang, C., Fei, D., Li, X., Zhao, M., & Yu, K. (2020). IL-6 may be a good biomarker for earlier 
detection of COVID-19 progression. Intensive Care Medicine, 46(7), 1475–1476. 
https://doi.org/10.1007/S00134-020-06065-8  
 
Wu, J., Shen, J., Han, Y., Qiao, Q., Dai, W., He, B., Pang, R., Zhao, J., Luo, T., Guo, Y., Yang, 
Y., Wu, Q., Jiang, W., Zhang, J., Zhang, M., Li, N., Li, W., & Xia, X. (2021). Upregulated IL-
6 Indicates a Poor COVID-19 Prognosis: A Call for Tocilizumab and Convalescent Plasma 
Treatment. Frontiers in Immunology, 12. https://doi.org/10.3389/FIMMU.2021.598799  
 
Zhang, Z. L., Hou, Y. L., Li, D. T., & Li, F. Z. (2020). Laboratory findings of COVID-19: a 
systematic review and meta-analysis. Scandinavian Journal of Clinical and Laboratory 
Investigation, 80(6), 441–447. https://doi.org/10.1080/00365513.2020.1768587  
Zhou, F., Yu, T., Du, R., Fan, G., Liu, Y., Liu, Z., Xiang, J., Wang, Y., Song, B., Gu, X., Guan, 
L., Wei, Y., Li, H., Wu, X., Xu, J., Tu, S., Zhang, Y., Chen, H., & Cao, B. (2020). Clinical 
course and risk factors for mortality of adult inpatients with COVID-19 in Wuhan, China: a 
retrospective cohort study. The Lancet, 395(10229), 1054–1062. 
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(20)30566-3  
 
Zhou, Y. Z., Teng, X. B., Han, M. F., Shi, J. F., Li, C. X., Zhang, X. H., Hou, D. Y., & Yang, 
L. L. (2021). The value of PCT, IL-6, and CRP in the early diagnosis and evaluation of COVID-
19. European Review for Medical and Pharmacological Sciences, 25(2), 1097–1100. 
https://doi.org/10.26355/EURREV_202101_24680  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



76 
 
 

 

Tables 
 
Table 1. Clinical characteristics of individuals with Coronavirus Disease 2019 (COVID-
19) no, low or high IL-6 producers 

 Patients 

CHARACTERISTICS                      Non 

Producers 

(n = 127) 

Low  

(n = 215) 

High 

 (n = 63) 

p 

value 

Male, n (%) 

N 

70 (55,1%) 

127 

113 (52,5%) 

215 

30 (47,6%) 

63 

0.621

8 

Age, median (IQR) ** 

N  

59 (40-74) 

112 

65 (54-77) 

198 

68 (59-81) 

55 

0.001

6 

Symptoms onset to admission (days), 

median (IQR) 

N 

6 (4-10) 

92 

8 (5-11) 

162 

7 (5-11) 

46 

0.081

1 

IL-6 levels (pg/mL), median (IQR) **** 0 (0-0) 26,3 (15,7-

51,3) 

319,8 (174,6-

490,1) 

<0.00

01 

Comorbidities n/N (%)     

Obesity  22/86 

(25,5%) 

42/166 

(25,3%) 

11/41 (26,8%) 0.980

1 

Diabetes 42/95 

(44,2%) 

82/166 

(49,3%) 

16/40 (40,0%) 0.486

7 

Hypertension 65/102 

(60,8%) 

107/170 

(63,0%) 

33/47 (70,2%) 0.644

8 

COPD 9/77 

(11,7%) 

11/134 

(8,2%) 

5/38 (13,1%) 0.566

0 

Smoker 23/85 

(27,0%) 

48/143 

(33,5%) 

12/38 (31,6%) 0.590

0 

Heart disease * 22/78 

(28,2%) 

17/133 

(12,8%) 

5/38 (13,1%) 0.013

1 

Kidney disease 14/86 

(16,2%) 

18/141 

(12,7%) 

5/41 (12,1%) 0.718

9 

Cancer 6/76 (7,9%) 7/134 (5,2%) 2/37 (5,4%) 0.726

1 
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Symptoms n/N (%)     

Fever 47/99 

(47,5%) 

101/165 

(61,2%) 

24/43 (55,9%) 0.093

4 

Cough 73/105 

(69,5%) 

125/171 

(73,1%) 

31/44 (70,4%) 0.802

9 

Dyspnoea 69/108 

(63,9%) 

117/176 

(66,5%) 

31/49 (63,3%) 0.865

4 

Headache * 23/85 

(27,0%) 

21/133 

(15,8%) 

4/39 (10,2%) 0.039

1 

Myalgia ** 38/87 

(43,7%) 

43/138 

(31,1%) 

6/37 (16,2%) 0.009

1 

Fatigue 27/86 

(31,4%) 

41/142 

(28,9%) 

9/40 (22,5%) 0.589

1 

Diarrhea 16/83 

(19,3%) 

24/137 

(17,5%) 

5/38 (13,1%) 0.712

1 

Taste or smell dysfunction 12/82 

(14,6%) 

23/137 

(16,8%) 

7/38 (18,4%) 0.854

2 

COPD = Chronic Obstructive Pulmonary Disease; n = Sample size; N = Number available; * p 
< 0.05; ** p < 0.01; **** p < 0.0001 
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Supplementary Figure 1 
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Supplementary Figure 2 
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Supplementary Figure 3 
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Figures legends 

Figure 1. No, Low or High producers of systemic IL-6 levels are found in COVID-19. (A) 

Receptor Operation Characteristic Curve (ROC curve) of IL-6 levels between clinical beds 

(CB) and intensive care unit (ICU) (red), need for mechanical ventilation (MV) or not (WMV) 

(blue) and survival or death (gray) in COVID-19 patients. (B) Heatmap unsupervised showing 

different clusters based on IL-6 production. (C) Violin Plot truncated showing median and 

quartiles of IL-6 production in the clusters found. (D) Scatter plot showing the presence of No, 

Low or High producers based on disease severity. Data shown in median. C, Kruskal-Wallis 

test.  D, Mann-Whitney test. # difference statistic compared with NP; & compared with C1. 

****p < 0.0001. 

 

Figure 2. High IL-6 producers develop more severe COVID-19. (A) Panel with percentage 

of patients from the NP, Low and High group who required ICU, mechanical ventilation, 

steroids and who did not survive. (B) Time from symptom onset to hospital discharge in CB, 

ICU or both in NP, Lor and High group. (C) SpO2/fiO2 and PaO2/FiO2 ratio of admission in 

NP, Low and High group. (D) Median length of stay until death in NP, Low and High group. 

(E) Probability of death due to COVID-19 in NP, Low or High patients. Data shown in median. 

A, C, Chi-square test. B-D, Kruskal-Wallis. E, Log-rank test. *p < 0.05; **p < 0.01; ****p < 

0.0001. 

 

Figure 3. Elevated production of IL-6 induced by COVID-19 is accompanied by changes 

in laboratory parameters. Quantification (above) and ROC curve generation (below) of (A) 

White blood cells, (B) Platelets, (C) Lactate, (D) C-reactive protein, (E) Lactate dehydrogenase, 

(F) MB isoform creatine kinase, (G) Creatinine, (H) Urea from blood samples of NP, Low and 

High patients. (I) Heatmap showing the laboratory parameters capable of identifying (yellow) 

low or high producers in relation to non-producers. Data shown in median. Kruskal-Wallis. 

Chi-square test.  AUC = Area Under the Curve. Hb = Hemoglobin. Ht = hematocrit. TTPA = 

Activated Partial Thromboplastin Time. TP = Prothrombin Time. Hb1Ac = Glycated 

hemoglobin. AST = Aspartate aminotransferase. ALT = Alanine aminotransferase. Gray range 

= reference values. The percentages refer to the number of patients outside the reference values. 

*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001. 
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Figure 4. CRP is the best biomarker for high IL-6 producers in COVID-19. (A) 

Multivariate linear regression analysis of laboratory parameters and IL-6 production in all 

COVID-19 patients. Frequency distribution of (B) CPR and (C) LDH production in No, Low 

and High IL-6 producers. Correlation between IL-6 production with (D) CRP and (E) LDH. (F) 

Multiple logistic regression between IL-6, CRP and LDH with death in COVID-19 patients. 

(G) Decision tree with laboratory parameters targeting high IL-6 producers. r = Spearman r 

correlation. G, ANOVA. Gray = Non-producers; Blue = Low producers; Red = High producers. 

GR = Gain ration. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001. 

 

Figure S1. Laboratory parameters in No, Low or High producers. Values of (A) Sodium, 

(B) Potassium, (C) Chlorine, (D) Magnesium, (E) Calcium, (F) Hemoglobin, (G) Hematocrit, 

(H) Creatine Phosphokinase, (I) Aspartate Aminotransferase, (J) Alanine Aminotransferase, 

(K) Alkaline phosphatase, (L) Gamma-glutamyl Transferase, (M) Total Bilirubin, (N) Direct 

Bilirubin, (O) Indirect Bilirubin, (P) Activated Partial Thromboplastin Time Assay, (Q) 

Prothrombin time, (R) Glycated hemoglobin and (S) Blood glucose. Gray region = limit of 

reference values. Green area = no diabetes; white = prediabetes; red = diabetes. 

Figure S2. Principal component analysis with different laboratory parameters. (A) 

Principal component analysis (PCA) with laboratory parameters of No, Low and High 

producers. Gray = Non-producers; Blue = Low producers; Red = High producers. 

 

Figure S3. Complete decision tree for high IL-6 producers. (A) Decision tree for high IL-6 

producers. Comparison test between No, Low and High producers in relation to the (B) CRP 

and (C) Platelets node. Blue dotted box = nodes with statistical difference. 
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6 DISCUSSÃO 
 

O SARS-CoV-2 se espalhou rapidamente por todo o mundo, com um elevado número 

de pessoas infectadas e óbitos, e, por isso, a pandemia da COVID-19 é considerada uma das 

mais devastadoras enfermidades provocadas por coronavírus. Devido ao grande número de 

infectados, a identificação de mecanismos e fatores de risco envolvidos no agravamento da 

COVID-19 se tornou de extrema importância para minimizar o impacto da doença emergente. 

Sabe-se que o diabetes é um dos principais fatores de risco para a COVID-19 grave. No entanto, 

ainda são pouco conhecidos os mecanismos envolvidos nesse agravamento (MUNIYAPPA; 

GUBBI, 2020; PINTO et al., 2020; SHI et al., 2020). No presente estudo, nós buscamos 

identificar os mediadores induzidos naturalmente pelo diabetes e pré-diabetes, que tenham 

capacidade de piorar o quadro clínico de pacientes com COVID-19. 

Nossos resultados mostram que o diabetes é induz a expressão de genes envolvidos na 

síntese e reconhecimento do LTB4 em PBMCs. Além disso, durante a COVID-19, pacientes 

com diabetes apresentam um aumento na expressão de receptores envolvidos na internalização 

do SARS-CoV-2 (ECA2/TMPRSS2), assim como, aumento da produção de LTB4. Também foi 

demonstrado que o aumento da expressão de ALOX5, enzima responsável pela síntese de LTB4, 

e ECA2 estava relacionado com a gravidade da COVID-19. 

Apesar de pouco compreendido o papel do LTB4 na COVID-19, esse mediador lipídico 

participa de diversas desordens respiratórias, como inflamação, pneumonia, síndrome do 

desconforto respiratório e lesão pulmonar aguda (BIERNACKI; KHARITONOV; BARNES, 

2003; BRANDT; SEREZANI, 2017; EUN et al., 2012; MASCLANS et al., 2007; 

MUNIYAPPA; GUBBI, 2020; TAY et al., 2020). O envolvimento do LTB4 no diabetes tem 

sido estudado em modelo experimental. Sabe-se que o diabetes espontaneamente induz a 

produção de LTB4, o que tem sido associado a suscetibilidade a infecções, dificuldade de 

cicatrização e aumento da resistência a insulina (BRANDT et al., 2018; FILGUEIRAS et al., 

2015a; LI et al., 2015). 

Durante a infecção pelo SARS-CoV-2, algumas moléculas são necessárias durante a 

interação vírus-hospedeiro, dentre elas ECA2 e TMPRSS2 no hospedeiro, devido a sua 

afinidade com a proteína Spike do vírus (RADZIKOWSKA et al., 2020; TAY et al., 2020). Em 

condições grave da COVID-19, monócitos são constantemente recrutados para o sítio de 

infecção e alta concentração de glicose aumenta a expressão de ECA2 em monócitos humanos, 

bem como a carga viral do SARS-CoV-2 (CODO et al., 2020). O pulmão, principal órgão 
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acometido pela COVID-19, apresenta aumento da expressão de ECA2 em indivíduos com 

diabetes (PINTO et al., 2020; WIJNANT et al., 2020). Ao analisar indivíduos diabéticos com 

COVID-19, nosso grupo demonstrou que um aumento da expressão de ECA2 e TMPRSS2 em 

PBMCs, além de uma tendência de aumento no pulmão, o que podem configurar maior 

suscetibilidade ao SARS-CoV-2 (CODO et al., 2020; WIJNANT et al., 2020). 

Nossos achados mostram que PBMCs de indivíduos com diabetes possuem uma 

correlação positiva entre ECA2 e ALOX5. Esta relação ainda é pouco compreendida na 

literatura, apesar de isso não demonstrar um efeito de casualidade, essas vias reguladas 

positivamente de forma independente, podem contribuir para o aumento da suscetibilidade e 

potencialização da inflamação no contexto da COVID-19 (BRANDT; SEREZANI, 2017; 

CODO et al., 2020). 

A infecção e subsequente inflamação desencadeada pelo SARS-CoV-2 provoca 

diversos sintomas. Nesse cenário, a febre, tosse e falta de ar, são os sintomas mais relatados por 

indivíduos que foram acometidos pela COVID-19. Assim como em um estudo feito em Wuhan, 

nós identificamos que pacientes com diabetes e COVID-19 possuem maior frequência de falta 

de ar (SHI et al., 2020). Bem como o diabetes, a hipertensão também é fator de risco associado 

a COVID-19 grave. Os pacientes da nossa coorte, assim como de outros estudos, 

frequentemente apresentam diabetes e hipertensão, devido à características intrínsecas da 

população (MUDATSIR et al., 2020; SARDU et al., 2020; SHI et al., 2020; WIJNANT et al., 

2020). Apesar de não encontrarmos aumento de mortalidade por complicações da COVID-19 

em pacientes com diabetes, assim como relatado em outros estudos, nós encontramos que a 

doença é mais grave nesses indivíduos, com maior duração e desconforto respiratório (CHEN 

et al., 2020; MUNIYAPPA; GUBBI, 2020; WANG et al., 2020a). 

A gravidade da COVID-19 tem sido associada com a tempestade de citocinas ativada 

pelo SARS-CoV-2 (TAY et al., 2020). Além da IL-6, uma das mais relacionadas com a 

COVID-19 grave, os mediadores inflamatórios IL-1b, IFN-γ, MCP-1, CCL2, CXCL10 e TNF-

a também possuem forte influência no desfecho da doença (HAN et al., 2020; MUNIYAPPA; 

GUBBI, 2020; TAY et al., 2020). Apesar do escasso conhecimento sobre mediadores lipídicos 

na COVID-19, nosso trabalho mostrou que o LTB4 induzido pelo diabetes também pode 

contribuir para o agravamento da doença, uma vez que ele é um potente indutor de inflamação 

(BRANDT; SEREZANI, 2017; SEREZANI et al., 2011). Corroborando com nossos achados, 

um estudo mostrou a produção de mediadores lipídicos na COVID-19 associada a gravidade da 

doença, bem como, o resultado da utilização de terapias com glicocorticoides nesses pacientes 
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(PÉREZ et al., 2021). Em outras doenças pulmonares não associadas a coronavírus, o LTB4 

tem sido mais estudado. Em modelo experimental de lesão pulmonar aguda, o LTB4 foi 

detectado em altos níveis no lavado broncoalveolar (EUN et al., 2012). Em indivíduos com 

Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica (DPOC), a gravidade da doença foi associada com altos 

níveis de LTB4 exalados no ar (BIERNACKI; KHARITONOV; BARNES, 2003). O LTB4 

também se mostrou relevante na Síndrome do Desconforto Respiratório Agudo (SDRA) 

(MASCLANS et al., 2007). Nesse sentido, indivíduos com SDRA exibiram até 5 vezes mais 

níveis de LTB4 comparado a indivíduos controle (DAVIS et al., 1989). Isso mostra que o LTB4, 

apesar de ainda pouco explorado na COVID-19, já foi associado a complicações respiratórias 

na literatura. 

O papel do LTB4 na inflamação, além de induzir outros mediadores inflamatórios, é a 

grande capacidade quimiotática para neutrófilos, condição presente na COVID-19 (BRANDT 

et al., 2018; ZHANG et al., 2020). Um estudo produzido por nosso grupo mostrou que a 

produção de LTB4 também tem sido relacionada com a ativação de inflamassomas. Estes 

últimos parecem ter participação na piora do prognóstico da COVID-19 (RODRIGUES et al., 

2020; SALINA et al., 2020). Diferentemente do encontrado com a expressão do gene ALOX5 

no nosso estudo, os níveis séricos de LTB4 não apresentaram associação com o prognóstico da 

COVID-19. Isso pode ser devido ao tipo de amostra analisada, uma vez que a expressão gênica 

foi proveniente de monócitos e linfócitos (PBMCs), enquanto a amostra de plasma contém a 

produção de LTB4 também de outros tipos celulares, como neutrófilos, uma das principais 

células produtoras desse mediador lipídico (BRANDT; SEREZANI, 2017). No entanto, o LTB4 

sistêmico pode contribuir de diferentes maneiras para a inflamação, como aumento da 

quimiotaxia e potencialização inflamatória (AFONSO et al., 2012; BRANDT; SEREZANI, 

2017). 

Diante de uma doença onde a inflamação exacerbada e pouco limitada é um problema, 

atualmente, as principais alternativas terapêuticas para a COVID-19 envolvem a supressão da 

ação de mediadores lipídicos direta ou indiretamente. O estudo RECOVERY (Randomised 

Evaluation of COVID-19 Therapy) mostrou que a utilização de dexametasona diminuiu a taxa 

de mortalidade de pacientes com COVID-19 grave (BUILDING; CAMPUS; DRIVE, 2020). 

Além disso, a utilização de montelucaste e outros inibidores relacionados a inibição da via do 

ácido araquidônico são propostos para amenizar as complicações da COVID-19 (PÉREZ et al., 

2021; SANGHAI; TRANMER, 2020). 
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Ao analisar os mediadores inflamatórios e desfecho da doença, um grupo de pacientes 

chamou a atenção de nosso grupo, se tratava de pacientes com valores alterados de glicemia, 

no entanto, dentro do limite para o diagnóstico do diabetes. Sabe-se que a cada dez adultos, um 

desenvolverá diabetes nos próximos anos, mas muitos desses indivíduos já possuem o risco 

aumentado, denominado pré-diabetes (IDF, 2015). Já é amplamente conhecido e consolidado 

que o diabetes é fator de risco para a COVID-19 grave. No entanto, os dados de indivíduos com 

pré-diabetes acometidos pela doença ainda são escassos na literatura. Estudos recentes tem 

demonstrado que 6% a 39,4% de pacientes com pré-diabetes desenvolvem a COVID-19 grave 

(SATHISH; CHANDRASEKARAN, 2021; SMITH et al., 2021; VARGAS-VÁZQUEZ et al., 

2021). Dentre esse campo pouco explorado, nossos dados sugerem que o pré-diabetes também 

pode induzir o agravamento da COVID-19 principalmente devido a alta produção da IL-6. 

A citocina IL-6 é um dos mediadores chave na tempestade de citocinas decorrente da 

COVID-19, estando constantemente relacionado com a gravidade da doença. A idade, o tipo de 

internamento e a necessidade de ventilação mecânica são alguns dos fatores que estão 

associados com a alta produção desse mediador. O atual estudo também buscou avaliar 

características clínicas de subpopulações de IL-6, bem como, possíveis marcadores 

laboratoriais os quais possam auxiliam na identificação de forma precoce (SAID et al., 2021; 

ZHOU et al., 2020a). Independente do risco aumentado para o diabetes ou o diabetes 

diagnosticado, a proteína C reativa (PCR), relatada por nosso estudo, parece ser o melhor 

marcador laboratorial para a identificação de altos produtores de IL-6 na COVID-19, relação 

esta, que já é bem compreendida na área da imunopatologia (DEL GIUDICE; GANGESTAD, 

2018). 

Apesar das limitações amostrais, nosso estudo reportou o aumento da produção de IL-6 

sérica induzida pelo pré-diabetes na COVID-19, o que tem sido amplamente discutido em 

outros contextos, independente do nível glicêmico (BONYEK-SILVA et al., 2021; HAN et al., 

2020; TAY et al., 2020). Diferentemente do que encontramos em pacientes com diabetes e 

COVID-19, os níveis de LTB4 não parecem influenciar a gravidade da doença em indivíduos 

com pré-diabetes (BONYEK-SILVA et al., 2021). Mas, assim como em indivíduos com 

diabetes, as razões de PaO2/FiO2 e SpO2/FiO2 induzidas pela COVID-19 em indivíduos com 

pré-diabetes são menores em comparação a indivíduos sem diabetes (BONYEK-SILVA et al., 

2021). Em conjunto, nossos dados evidenciam uma maior lesão pulmonar induzida não só pelo 

diabetes, mas também em indivíduos com pré-diabetes acometidos pela COVID-19. 
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Após a fase aguda da doença, alguns pacientes apresentam sintomas residuais 

persistentes, denominado de COVID-19 longa. Estes sintomas podem durar por meses e tem 

preocupado as equipes médicas em todo mundo (HUANG et al., 2021; LOPEZ-LEON et al., 

2021). Dados similares ao nosso estudo também reportaram que o diabetes não induz um perfil 

de sintomas na fase pós-COVID-19 diferente daqueles observados em não-diabéticos 

(FERNÁNDEZ-DE-LAS-PEÑAS et al., 2021). Nossos achados demonstram que os sintomas 

mais relatados na COVID-19 longa são dispneia, fadiga, cefaleia, tosse e dor no corpo, registros 

que também foram relatados em outros estudos (DENNIS et al., 2021; HUANG et al., 2021; 

LOPEZ-LEON et al., 2021). Assim, apesar de possuírem uma fase aguda mais grave, pacientes 

com pré-diabetes ou diabetes parecem ter sequelas decorrentes da COVID-19 similares a 

indivíduos sem diabetes. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Os resultados desse estudo demonstram que alterações observadas em pacientes pré-

diabéticos ou diabéticos com COVID-19 podem favorecer a evolução para a forma grave da 

doença. No entanto, apesar de ambos os grupos evoluírem para a forma grave da COVID-19, 

os mecanismos envolvidos não parecem ser compartilhados. No diabetes, a ativação da via do 

LTB4, níveis elevados de IL-6 e o aumento da expressão de genes relacionados a invasão da 

célula hospedeira pelo SARS-CoV-2 estão relacionados com a gravidade da COVID-19. Por 

outro lado, dentre os mediadores analisados, apenas a produção de IL-6 observada em 

indivíduos com pré-diabetes tem papel no agravamento da COVID-19 durante a fase aguda, 

mas não a longo prazo. Esse estudo também mostrou que independentemente do nível 

glicêmico, altos produtores de IL-6 estão relacionados com o pior desfecho da COVID-19 e 

podem ser identificados por meio de exames laboratoriais de rotina. Portanto, independente do 

mecanismo, nossos estudos indicam que a inflamação crônica encontrada em indivíduos com 

pré-diabetes ou diabetes pode influenciar o desfecho da COVID-19. 
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Abstract: Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells 1 (TREM-1) amplifies the immune re-
sponse, operating synergistically with Toll-Like Receptors (TLRs) in the production of inflammatory
mediators. TREM-1 signaling depends on the adapter protein DAP12, which results in the activation
of NFkB, the expression of inflammatory genes, and the release of antimicrobial peptides, such
as Beta-defensin 2. We evaluated the activation of the TREM-1 signaling pathways in Cutaneous
Leishmaniasis (CL) caused by Leishmania braziliensis and linage human keratinocytes exposed to
these parasites since the host immune response against Leishmania plays a critical role in promoting
parasite killing but also participates in inflammation and tissue damage. We analyzed publicly
available transcriptome data from the lesions of CL patients. In the CL biopsies, we found increased
expression of the molecules involved in the TREM-1 pathway. We then validated these findings with
RT-qPCR and immunohistochemistry in newly obtained biopsies. Surprisingly, we found a strong
labeling of TREM-1 in keratinocytes, prompting the hypothesis that increased TREM-1 activation
may be the result of tissue damage. However, increased TREM-1 expression was only seen in human
lineage keratinocytes following parasite stimulation. Moreover, no up-regulation of TREM-1 expres-
sion was observed in the skin lesions caused by other non-infectious inflammatory diseases. Together,
these findings indicate that L. braziliensis (Lb) induces the expression of the TREM-1 receptor in tissue
keratinocytes regardless of tissue damage, suggesting that non-immune skin cells may play a role in
the inflammatory response of CL.

Keywords: Leishmania; inflammation; TREM-1; keratinocytes

1. Introduction

Leishmaniasis is a complex of neglected tropical diseases caused by a protozoan
parasite of the genus Leishmania. Among them, cutaneous leishmaniasis (CL) is the most
frequent form of the disease. The immune response in cutaneous leishmaniasis caused by
Leishmania braziliensis (Lb) is considered highly inflammatory, which is crucial for parasite
killing but leads to tissue damage [1–4]. CL lesions are chronic skin ulcers with raised
edges and a necrotic center. Its development depends on the Leishmania species in addition
to a combination of factors associated with the host immune response, which defines
different clinical outcomes. Several studies have suggested that the severity of CL is more
associated with an exacerbated inflammatory response than a consequence of parasite
burden. Chronic and exacerbated inflammation of CL has been associated with the high

Microbiol. Res. 2021, 12, 765–778. https://doi.org/10.3390/microbiolres12040056 https://www.mdpi.com/journal/microbiolres
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Staphylococcus aureus is an important and potentially lethal opportunistic pathogen. !ese bacteria have high 
virulence and the ability to acquire resistance mechanisms and pathogenic characteristics. S. aureus is normally 
associated with various infections acquired in the community and in  hospitals1–3.

Widespread and indiscriminate use of antibiotics can lead to the selection and antimicrobial resistance of 
bacterial isolates. !e detection of antibiotic-resistant pathogens is relevant for therapeutic purposes, as well as to 
prevent the spread of resistant  strains4. !e S. aureus strain resistant to almost all β-lactam antibiotics, determined 
by a chromosomal gene mecA that encodes altered PBPs (PPB2a or PBP2’), is referred to as methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus (MRSA) and can be found in hospital settings (HA-MRSA), as well as in the community 
(CA-MRSA)5. Infections caused by these bacteria are linked to higher mortality rates and higher treatment costs 
for an overburdened health system compared to infections caused by strains of S. aureus sensitive to methicillin 
(MSSA)6–8.

!e virulence potential of di#erent isolates of S. aureus is determined by the presence or absence of virulence 
genes that encode staphylococcal enterotoxins (ses), Panton-Valentine leukocidin (pvl), exfoliatins (eta and etb), 
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Genome Sequence Archive in BIG Data
Center, Beijing Institute of Genomics,
Chinese Academy of Sciences, under
project PRJCA002557. The accession
number is HRA000145. Further infor-
mation about sequencing data can be
found at https://bigd.big.ac.cn/gsa-
human/browse/HRA000145.
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TO THE EDITOR
Cutaneous leishmaniasis (CL) is char-
acterized by an inflammatory response
mainly mediated by CD4þ T cells pro-
ducing IFN-g, which are responsible for
macrophage activation and

intracellular Leishmania braziliensis
parasite killing. We recently showed
the importance of CD8þ T cells in the
pathogenesis of human CL as skin le-
sions from patients with CL present
higher frequencies of CD8þ T cells,

contributing to the inflammatory
response (Cardoso et al., 2015; Santos
et al., 2013). Moreover, lesion size
was found to positively correlate with
the frequency of CD8þ T cells‒
expressing granzyme B. The cytotoxic
response mediated by CD8þ T cells was
not found to be linked to decreased
parasite load in human macrophages
infected in vitro (Cardoso et al., 2015;
Santos et al., 2013).

SUPPLEMENTARY MATERIAL

Supplementary material is linked to the online
version of the paper at www.jidonline.org, and at
https://doi.org/10.1016/j.jid.2020.05.087.
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Multilocus sequence typing characterizes
diversity of Ureaplasma diversum strains,
and intra-species variability induces
different immune response profiles
Yasmin M. F. S. Andrade1,2, Manoel N. Santos-Junior1, Izadora S. Rezende3, Maysa S. Barbosa3, Aline T. Amorim3,
Ícaro B. S. Silva2, Ellunny C. Queiroz4, Bruno L. Bastos4, Guilherme B. Campos4, Jorge Timenetsky3 and
Lucas M. Marques1,3,4*

Abstract

Background: Ureaplasma diversum is a pathogen found in the genital tract of cattle and associated with genital
disorders such as infertility, placentitis, abortion, birth of weak calves, low sperm motility, seminal vesiculitis and
epididymitis. There are few studies evaluating the genetic diversity of U. diversum strains and their influence on the
immune response in cattle. Therefore, to better understand genetic relationships of the pathogenicity of U.
diversum, a multilocus sequence typing (MLST) scheme was performed to characterize the ATCC 49782 strain and
another 40 isolates recovered from different Brazilian states.

Results: Primers were designed for housekeeping genes ftsH, polC, rpL22, rpoB, valS and ureA and for virulence
genes, phospholipase D (pld), triacylglycerol lipase (tgl), hemolysin (hlyA), MIB-MIP system (mib,mip), MBA (mba), VsA
(VsA) and ribose transporter (tABC). PCRs were performed and the targeted gene products were purified and
sequenced. Sequence types (STs), and clonal complexes (CCs) were assigned and the phylogenetic relationship was
also evaluated. Thus, a total of 19 STs and 4 CCs were studied. Following the molecular analysis, six isolates of U.
diversum were selected, inoculated into bovine monocyte/macrophage culture and evaluated for gene expression
of the cytokines TNF-α, IL-1, IL-6, IL-10 and IL-17. Differences were detected in the induction of cytokines, especially
between isolates 198 and BA78, promoted inflammatory and anti-inflammatory profiles, respectively, and they also
differed in virulence factors.

Conclusion: It was observed that intra-species variability between isolates of U. diversum can induce variations of
virulent determinants and, consequently, modulate the expression of the triggered immune response.

Keywords: Mollicutes, Genetic diversity, Sequence type, Clonal complex, Gene expression, Cytokines

© The Author(s). 2020 Open Access This article is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International License,
which permits use, sharing, adaptation, distribution and reproduction in any medium or format, as long as you give
appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the Creative Commons licence, and indicate if
changes were made. The images or other third party material in this article are included in the article's Creative Commons
licence, unless indicated otherwise in a credit line to the material. If material is not included in the article's Creative Commons
licence and your intended use is not permitted by statutory regulation or exceeds the permitted use, you will need to obtain
permission directly from the copyright holder. To view a copy of this licence, visit http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.
The Creative Commons Public Domain Dedication waiver (http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the
data made available in this article, unless otherwise stated in a credit line to the data.

* Correspondence: lmirandamarques@gmail.com
1Universidade Estadual de Santa Cruz, Brazil, Jorge Amado Highway, Km 16,
Salobrinho, Ilheus, Bahia 45662-900, Brazil
3Instituto de Ciências Biomedicas, Universidade de Sao Paulo, Brazil, Professor
Lineu Prestes Avenue, 2415, Butantã, São Paulo 05508-900, Brazil
Full list of author information is available at the end of the article

Andrade et al. BMC Veterinary Research          (2020) 16:163 
https://doi.org/10.1186/s12917-020-02380-w



112 
 
 

  

BJID  1034 1–11
Please cite  this article in press as: Souza CL, et al. Ovarian hormones influence immune response to Staphylococcus aureus infection. Braz J Infect
Dis. 2020. https://doi.org/10.1016/j.bjid.2020.10.004

ARTICLE IN PRESSBJID 1034 1–11

braz  j infect dis 2 0 2 0;x  x  x(x x):xxx–xxx

www.elsev ier .com/ locate /b j id

The Brazilian Journal of

INFECTIOUS  DISEASES

Original article

Ovarian hormones influence  immune response  to
Staphylococcus aureus  infection

Clarissa Leal Silva e Souzaa,  Hellen Braga Martins Oliveiraa,b,
Manoel  N.  Santos Júniora,b,  Mariângela de Oliveira Silvaa,c,
Igor  Lopes Coqueiroa,  Ícaro Bonyek Santos da Silvaa,d,  Guilherme Barreto Camposa,c,
Robson  Amaro Augusto da Silvaa,  Telma de Jesus Soaresa,
Márcio  Vasconcelos de Oliveiraa, Jorge Timenetskyc,  Lucas Miranda Marques a,b,c,∗

a Universidade Federal da Bahia, Instituto Multidisciplinar em Saúde, BA, Brazil
b Universidade Estadual de Santa Cruz, Bahia, BA, Brazil
c Universidade de São Paulo, Brasil, Instituto de Ciências Biomédicas, São  Paulo, SP, Brazil
d Fundação Oswaldo Cruz, Instituto Gonçalo Muniz, Salvador, BA, BrazilQ1
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a  b s  t r a  c t

Objective: Staphylococcus aureus infections remain associated with considerable morbidity

and  mortality in both hospitals and the community. There is little information regarding

the  role of ovarian hormones in infections caused by  S. aureus. The aim of this study was  to

evaluate the effects of ovariectomy in the immune response induced by S. aureus.

Methods:  Female mice BALB/c were ovariectomized (OVX) to significantly reduce the level

of  ovarian hormones. We  also used sham-operated animals. The mice were inoculated

intraperitoneally with S. aureus. Blood samples were collected for leukocyte count and bac-

terial quantification. The uterus and spleen were removed and weighed to calculate the

uterine and splenic indexes. Lungs were removed and fractionated for immunohistochemi-

cal  analysis for macrophage detection (anti-CD68) and relative gene expression of IL-6, IL-1!

and TNF-" by RT-PCR.

Results: Ovariectomy enlarged spleen size and generally increased circulating lymphocytes.

OVX females experienced a continuation of the initial reduction of lymphocytes and a  mono-

cyte  and neutrophil late response compared to shams (p ≥  0.05). Moreover, OVX females

showed neutropenia after 168 h  of infection (p  ≥  0.05). Macrophage response in the lungs

were less pronounced in OVX females in the initial hours of infection (p ≥ 0.01). OVX

females showed a  higher relative gene expression of IL-1!, IL-6 and TNF-" in the lung at

the  beginning of the infection compared to sham females (p ≥  0.01). Among the uninfected

females, the  OVX control females showed a  higher expression of IL-6 in the lung compared

∗ Corresponding author at: Universidade Federal da Bahia, Instituto Multidisciplinar em Saúde, BA, Brazil.
E-mail address: lucasm@ufba.br (L.M. Marques).
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under  the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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ORIGINAL ARTICLE

Metformin promotes susceptibility to experimental  
Leishmania braziliensis infection

Filipe Rocha Lima1,4/+, Lais de Melo Ferreira1,5, Tainá Alves Malta1,5,  
Icaro Bonyek-Silva2,4, Reinan Lima Santos2,4, Natália Machado Tavares2,  
Edgar Marcelino de Carvalho Filho3,4, Sérgio Arruda1,5

1Fundação Oswaldo Cruz-Fiocruz, Instituto Gonçalo Moniz, Laboratório Avançado de Saúde Pública, Salvador, BA, Brasil 
2Fundação Oswaldo Cruz-Fiocruz, Instituto Gonçalo Moniz, Laboratório de Interação Parasito-Hospedeiro e Epidemiologia, Salvador, BA, Brasil 
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4Universidade Federal da Bahia, Salvador, BA, Brasil 
5Universidade Estadual da Bahia, Departamento de Ciências da Vida, Salvador, BA, Brasil

BACKGROUND Metformin (MET) is a hypoglycemic drug used for the treatment of diabetes, despite interference in host immunity 
against microorganisms. Cutaneous infection caused by pathogens such as Leishmania braziliensis (Lb), the agent responsible for 
cutaneous leishmaniasis (CL) in Brazil, represents an interesting model in which to evaluate the effects associated with MET.

OBJECTIVE To evaluate the modulatory effect of MET in Lb infection.

MATERIAL AND METHODS Experimental study of Lb infection and MET treatment in BALB/c mice and Raw 264.7 macrophages.

FINDINGS MET treatment interfered with lesion kinetics, increased parasite load and reduced macrophage proliferation. Low 
concentrations of MET in Lb culture allow for the maintenance of stationary parasite growth phase. Lb-infected cells treated with 
MET exhibited increased parasite load. While both MET and Lb infection alone promoted the production of intracellular reactive 
oxygen species (ROS), reduced levels of ROS were seen in MET-treated Lb-infected macrophages.

MAIN CONCLUSION Experimental treatment with MET interfered with the kinetics of cutaneous ulceration, increased Lb 
parasite load, altered ROS production and modulated cellular proliferation. Our experimental results indicate that MET interfere 
with the evolution of CL.

Key words: metformin - cutaneous leishmaniasis - immunomodulation - susceptibility - infection

Cutaneous leishmaniasis (CL) is a clinical form of the 
anthropozoonotic disease complex caused by protozoa 
of the genus Leishmania.(1) In Brazil, CL is commonly 
caused by Leishmania braziliensis (Lb) and is clinically 
characterised by one or more oval-shaped ulcerative le-
sions, or rounded, granulomatous-bottomed ulcerations 
with well-defined raised borders.(2,3) The low parasitic 
burden found in lesions results from a Th1-mediated 
intense inflammatory response, in addition to cytokine 
SURGXFWLRQ��VXFK�DV�,)1�Ȗ��71)��,/����DQG�,/����,QWUD-
cellular death in these parasites results from the micro-
ELFLGDO�DFWLRQ�RI� ,)1�Ȗ�VWLPXODWHG�PDFURSKDJHV��+RZ-
ever, exacerbated inflammation provokes tissue damage 
and initiates a pathological process culminating in the 
formation of ulcers on the skin of the host.(3,4,5)

In Brazil, pentavalent antimonials (Sb+5) are the first-
line drugs for Lb infection treatment. Despite high ef-
ficacy, the numerous side effects, such as cardiac, renal 
and hepatic toxicity, induced by these drugs consequently 

doi: 10.1590/0074-02760200272 
Financial support: CAPES (Finance Code 001), CNPq, FAPESB. 
+ Corresponding author: rfilipelima@gmail.com 
B https://orcid.org/0000-0001-7629-4963 
Received 27 May 2020 
Accepted 03 November 2020

restricts use to certain groups of patients.(2) In addition, 
recent studies have demonstrated increasing resistance to 
these antimonials in several Latin American countries, as 
well as in India.(6,7,8) In light of this scenario, several stud-
ies have investigated alternative treatment strategies, such 
as combined therapy involving Sb+5 and immunomodula-
tors, such as pentoxifylline, an inhibitor of TNF produc-
tion, which seemed to accelerate cure in patients.(1,9)

The immunomodulatory effects of antidiabetic drugs, 
such as metformin (MET), has been described in can-
cer and infectious diseases, including tuberculosis and 
pneumonia caused by Legionella pneumophila.(10,11) An-
tidiabetic drug-induced effects include 5’ AMP-activated 
protein kinase (AMPK) activation, signal transducer and 
activator of transcription 3 (STAT3) inhibition, and the 
increased production of mitochondrial reactive oxygen 
species (ROS).(12,13) Although described in other contexts, 
little is known about the action of MET in parasitic infec-
tions, such as Lb Considering the high prevalence of CL 
in Brazil, together with this drug’s ample availability and 
low cost, the present study aimed to analyse the effects of 
MET on the immune response against Lb in an experi-
mental mouse model.

MATERIALS AND METHODS

Experimental model design - After receiving ethi-
cal approval by the local Institutional Review Board for 
Animal Experimentation (protocol 013/2017), 6-week-
old male isogenic BALB/c mice were obtained from the 
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enhance skin host defense
Ana Carolina Guerta Salinaa,b,c,1, Stephanie L. Brandta,d,1, Nathan Klopfensteina,e, Amondrea Blackmana,
Júlia Miranda Ribeiro Bazzanoa, Anderson Sá-Nunesa,f, Nicole Byers-Glossond, Claudia Brodskyng,
Natalia Machado Tavaresg, Icaro Bonyek Santos Da Silvag, Alexandra I. Medeirosb,
and C. Henrique Serezania,h,e,i,2
aDepartment of Medicine, Division of Infectious Diseases, Vanderbilt University Medical Center, Nashville, TN 37232; bDepartment of Biological Sciences,
School of Pharmaceutical Sciences, São Paulo State University (UNESP), Araraquara, São Paulo 14800-903, Brazil; cDepartment of Biochemistry and
Immunology, Faculty of Medicine of Ribeirão Preto, University of São Paulo, Ribeirão Preto, São Paulo 14049-900, Brazil; dDepartment of Microbiology and
Immunology, Indiana University School of Medicine, Indianapolis, IN 46202-3082; eVanderbilt Institute of Infection, Immunology and Inflammation,
Vanderbilt University Medical Center, Nashville, TN 37232; fDepartment of Immunology, Institute of Biomedical Sciences, University of São Paulo, São Paulo
05508-000, SP, Brazil; gOswaldo Cruz Foundation, Gonçalo Moniz Institute, FIOCRUZ, Salvador 40296-710, Brazil; hDepartment of Pathology, Microbiology,
and Immunology, Vanderbilt University Medical Center, Nashville, TN 37232; and iVanderbilt Center for Immunobiology, Vanderbilt University Medical
Center, Nashville, TN 37232

Edited by Jenny P.-Y. Ting, University of North Carolina at Chapel Hill, Chapel Hill, NC, and accepted by Editorial Board Member Carl F. Nathan October 15,
2020 (received for review February 12, 2020)

The initial production of inflammatory mediators dictates host de-
fense as well as tissue injury. Inflammasome activation is a constit-
uent of the inflammatory response by recognizing pathogen and
host-derived products and eliciting the production of IL-1β and IL-18 in
addition to inducing a type of inflammatory cell death termed “pyrop-
tosis.” Leukotriene B4 (LTB4) is a lipid mediator produced quickly (sec-
onds to minutes) by phagocytes and induces chemotaxis, increases
cytokine/chemokine production, and enhances antimicrobial effector
functions. Whether LTB4 directly activates the inflammasome remains
to be determined. Our data show that endogenously produced LTB4 is
required for the expression of pro-IL-1β and enhances inflammasome
assembly in vivo and in vitro. Furthermore, LTB4-mediated Bruton’s
tyrosine kinase (BTK) activation is required for inflammasome assem-
bly in vivo as well for IL-1β–enhanced skin host defense. Together,
these data unveil a new role for LTB4 in enhancing the expression and
assembly of inflammasome components and suggest that while
blocking LTB4 actions could be a promising therapeutic strategy to
prevent inflammasome-mediated diseases, exogenous LTB4 can be
used as an adjuvant to boost inflammasome-dependent host defense.

inflammasome | leukotriene | skin | innate immunity

Upon infection, a fast and highly synchronized inflammatory
response is mounted to restrict microbial growth and eventu-

ally eliminate the pathogen. Therefore, studies focusing on early
events could unmask new players involved in the generation and
magnitude of host defense. Inflammasomes are multiprotein in-
tracellular platforms that detect both pathogen and host-derived
products and induce the inflammatory response. The proteins that
form the inflammasome consist of upstream sensors that belong to
the nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor (NLR)
family, the adaptor protein apoptosis-associated speck-like protein
containing CARD (ASC), and the downstream effector caspase-1.
There are different NLR proteins, including NLRP1, 2, 3, 6, 7, and
NLRC4, and absent in melanoma 2 (AIM2) (1, 2). The different
NLRs recognize both distinct and overlapping stressors to elicit the
maturation and secretion of the inflammatory cytokines IL-1β and
IL-18. Upon cell stimulation with either pathogen- or damage-
associated molecular patterns (PAMPs and DAMPs, respectively),
the inflammasome is activated in two sequential steps: 1) tran-
scription of the long forms (procytokines) of IL-1β and IL-18; and
2) the assembly of the inflammasome complex ASC/NLRP and
procaspase-1, followed by autocatalytic cleavage of caspase-1, and
processing and secretion of mature IL-1β and IL-18, as well as the
production of lipid mediators, such as prostaglandins and leuko-
triene B4 (LTB4) (3–5). The secretion of these cytokines is followed
by a form of programmed cell death called pyroptosis that releases

DAMPs and further amplifies the inflammatory response. In-
creased production of IL-1β and IL-18, along with DAMPs gener-
ation, have been heavily implicated in the pathogenesis of a myriad
of inflammatory diseases and facilitates antimicrobial activities
(1, 6).
Staphylococcus aureus skin infection is controlled by the syn-

chronized actions of structural cells (keratinocytes) and skin
phagocytes. Inflammasome-dependent IL-1β production is re-
quired for neutrophil recruitment, abscess formation, and bacte-
rial clearance (7, 8). The mechanisms underlying inflammasome
activation and IL-1β production during skin infection is not well
understood.
LTB4 is a bioactive lipid mediator that is quickly produced by

phagocytes, such as macrophages and neutrophils. LTB4 syn-
thesis involves several rate-limiting steps that include activation
of phospholipase A2 (PLA2) and arachidonic acid (AA) release

Significance

Production of IL-1β is an essential component of the inflam-
matory response and host defense. IL-1β secretion is depen-
dent on the activation of an intracellular platform termed
inflammasome. The initial inflammatory signals that drive
inflammasome activation remains elusive. Here, we show that
the bioactive lipid leukotriene B4 enhances both transcriptional
and posttranscriptional programs that activate the inflamma-
some in vivo and in vitro. We identified critical signaling pro-
grams required for inflammasome assembly, IL-1β secretion,
and its consequences in skin host defense. Our data also sug-
gest that the prevention of LTB4 actions might be an important
therapeutic strategy to prevent IL-1β–dependent inflammatory
diseases by inhibiting both first and second signals necessary
for inflammasome activation.
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Molecular Aspects of Dendritic Cell
Activation in Leishmaniasis: An
Immunobiological View
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Icaro Bonyek Silva 1,2, Reinan Lima1,2, Natalia Machado Tavares 1,2,3* and
Cláudia Brodskyn1,2,3*

1 Gonçalo Moniz Institute, Oswaldo Cruz Foundation, Salvador, Brazil, 2 Federal University of Bahia, Salvador, Brazil, 3 Instituto

Nacional de Ciência e Tecnologia (INCT) iii Instituto de Investigação em Imunologia, São Paulo, Brazil

Dendritic cells (DC) are a diverse group of leukocytes responsible for bridging innate and

adaptive immunity. Despite their functional versatility, DCs exist primarily in two basic

functional states: immature and mature. A large body of evidence suggests that upon

interactions with pathogens, DCs undergo intricate cellular processes that culminate in

their activation, which is paramount to the orchestration of effective immune responses

against Leishmania parasites. Herein we offer a concise review of the emerging hallmarks

of DCs activation in leishmaniasis as well as a comprehensive discussion of the following

underlying molecular events: DC-Leishmania interaction, antigen uptake, costimulatory

molecule expression, parasite ability to affect DC migration, antigen presentation,

metabolic reprogramming, and epigenetic alterations.

Keywords: dendritic cell activation, leishmania- dendritic cell interaction, parasite uptake, dendritic cells

migration, metabolism of infection, epigenetic modifications

INTRODUCTION

Important Considerations in Leishmaniasis
Leishmaniasis comprises a collection of neglected protozoan infections caused by unicellular
organisms belonging to the genus Leishmania spp. According to the current World Health
Organization estimation, 12 million people are affected by leishmaniasis and 350 million are at
risk of infection worldwide (1–3).

The pathology of this disease results in a wide spectrum of clinical manifestations not only
associated with the biological aspects of Leishmania species and strains, but also with host immune
responses. Interestingly, it has been recently suggested that the clinical progression of the disease
is influenced by several other factors, ranging from the host’s nutritional status to the presence of
RNA viruses in the Leishmania species (4–7).

These manifestations are dichotomically divided into Visceral (VL) and Tegumentary
Leishmaniasis (TL). The former is characterized by the dissemination of parasites to visceral
organs, while the latter branch includes Localized Cutaneous Leishmaniasis (LCL), a frequent
form of TL in which ulcerated skin lesions are common. It has been abundantly reported
that a modest fraction of LCL cases can evolve into mucosal lesions, which is termed as
Mucocutaneous Leishmaniasis (MCL). Additionally, TL can also present as a variety of clinical
manifestations, such as Disseminated Cutaneous Leishmaniasis (DCL), which comprises multiple
nodular ulcerated lesions, whereas Diffuse Leishmaniasis (DL) is characterized by scattered non-
ulcerated lesions (5, 8, 9).
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Localized cutaneous leishmaniasis (LCL) is a chronic disease characterized by ulcerated 
skin lesion(s) and uncontrolled inflammation. The mechanisms underlying the pathogen-
esis of LCL are not completely understood, and little is known about posttranscriptional 
regulation during LCL. MicroRNAs (miRNAs) are non-coding small RNAs that regulate 
gene expression and can be implicated in the pathogenesis of LCL. We investigated the 
involvement of miRNAs and their targets genes in human LCL using publicly available 
transcriptome data sets followed by ex vivo validation. Initial analysis highlighted that 
miRNA expression is altered during LCL, as patients clustered separately from controls. 
Joint analysis identified eight high confidence miRNAs that had altered expression 
(−1.5 ≤  fold change ≥ 1.5; p < 0.05) between cutaneous ulcers and uninfected skin. 
We found that the expression of miR-193b and miR-671 are greatly associated with 
their target genes, CD40 and TNFR, indicating the important role of these miRNAs in 
the expression of genes related to the inflammatory response observed in LCL. In addi-
tion, network analysis revealed that miR-193b, miR-671, and TREM1 correlate only in 
patients who show faster wound healing (up to 59 days) and not in patients who require 
longer cure times (more than 60 days). Given that these miRNAs are associated with 
control of inflammation and healing time, our findings reveal that they might influence the 
pathogenesis and prognosis of LCL.

Keywords: Leishmania braziliensis, microRNA, skin, transcriptome, TREM-1, human leishmaniasis

INTRODUCTION

Leishmaniasis is a group of chronic diseases caused by intracellular protozoan parasites from the 
Leishmania genus that is transmitted by infected sand!ies bites (1). Localized cutaneous leishmania-
sis (LCL) is the most frequent form of these diseases and is characterized by ulcerated skin lesion(s) 
that can take a long time to heal (2). Human LCL caused by Leishmania braziliensis is associated with 
a chronic in!ammation that is critical for parasite clearance but also for tissue injury and disease 


