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RESUMO

Sepse € uma disfungao orgénica ameagadora a vida e caracterizada por uma resposta
imunolégica desregulada do hospedeiro frente a uma infecgdo. Diversos
biomarcadores tem sido avaliados para multiplas finalidades em pacientes em sepse,
podendo ser utilizados para fins diagnosticos, tratamento e prognostico. O
Torquetenovirus (TTV) causa viremia persistente e € muito prevalente em diversas
populagdes ao redor do mundo. Nao é causador de doenga e sua carga viral tem sido
relacionada com a o grau imunocompeténcia do hospedeiro. A Interleucina 6 (IL-6) &
uma citocina pleiotrépica importante no sistema imune e altos niveis de IL-6 no sangue
séo relacionados com risco elevado de sepse. Logo, o objetivo desse trabalho foi
determinar os polimorfismos de IL-6 e quantificar a carga viral do TTV na saliva de
pacientes em sepse, visando estabelecer uma possivel relagcéo entre sepse e ambos
biomarcadores. Para tanto, foram coletadas 115 amostras de saliva, sendo divididas
em trés grupos: grupo com sepse, grupo doente sem sepse e grupo saudavel. A carga
viral do TTV foi quantificada e os polimorfismos da IL-6 determinados através do RT-
PCR. Uma vez que os dados foram obtidos e analisados, foi possivel concluir que os
pacientes do grupo sepse apresentaram maiores niveis de TTV, exibindo uma média
de 5,62 codpias de TTV log por mL enquanto o grupo doente sem sepse apresentou
5,43 copias de TTV log por mL e o grupo controle 5,94. Com relagéo a distribuicdo
dos genes da IL-6, ndo foi possivel observar diferenga estatistica entre os gendtipos
encontrados, entre polimorfismo da IL-6 e os desfechos clinicos e nem associagéo
entre o polimorfismo da IL-6 e a quantificacdo do TTV. Logo, ndo foi possivel
determinar influéncia do polimorfismo da IL-6 nos desfechos clinicos e também n&o
foi possivel correlacionar o TTV com os polimorfismos da IL-6, que se mostraram
variaveis independentes. Entretanto, o aumento dos niveis da carga viral do TTV pode
estar relacionado com a condi¢cado de deterioramento do quadro clinico dos pacientes.

Palavras-chave: Polimorfismo da IL-6; TTV; Sepse



ABSTRACT

Sepsis is a life-threatening organic dysfunction characterized by a dysregulated
immune response of the host to an infection. Several biomarkers have been evaluated
for multiple purposes in sepsis patients and can be used for diagnostic, treatment and
prognostic purposes. Torquetenovirus (TTV) causes persistent viremia and is very
prevalent in diverse populations around the world. It does not cause disease and its
viral load has been related to the degree of host immunocompetence. Interleukin 6 (IL-
6) is an important pleiotropic cytokine in the immune system and high levels of IL-6 in
the blood are related to an increased risk of sepsis. Therefore, the objective of this
work was to determine IL-6 polymorphisms and quantify the viral load of TTV in the
saliva of patients with sepsis, aiming to establish a possible relationship between
sepsis and both biomarkers. For this purpose, 115 saliva samples were collected and
divided into three groups: group with sepsis, ill group without sepsis and healthy group.
TTV viral load was quantified and IL-6 polymorphisms determined by RT-PCR. Once
the data were obtained and analyzed, it was possible to conclude that patients in the
sepsis group had higher TTV levels, exhibiting an average of 4,420,223 copies of
TTV/mL while the patient group without sepsis had 2,106,683 copies of TTV /mL and
the control group 980,929. Regarding the distribution of IL-6 genes, it was not possible
to observe statistical diferences between the IL-6 polymorphisms and clinical
outcomes. There was no association between IL-6 polymorphism and TTV
quantification. Therefore, it was not possible to determine the influence of the IL-6
polymorphism on clinical outcomes and it was also not possible to correlate TTV with
IL-6 polymorphisms, which proved to be independent variables. However, the increase
in TTV viral load levels may be related to the deteriorating condition of the patients'
clinical status.

Key-words: IL-6 polymorfism; TTV; Sepsis
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1. Introducgao

Sepse € uma disfungdo organica ameacgadora a vida, caracterizada por uma
resposta imunologica desregulada do hospedeiro frente a uma infecgdo (1).
Atualmente, é entendida como uma tempestade de citocinas, na qual alguns pacientes
produzem ambas citocinas as pré e antinflamatérias, ao passo, que outros tem
predominéncia de citocinas antinflamatérias ou estdo sendo produzidas em baixa

quantidade, configurando um quadro de desregulac&o do sistema imunoldgico (2).

Apos o terceiro consenso internacional em 2016 para definicdo de sepse e
choque séptico, a sepse ficou definida como uma resposta multifacetada do
hospedeiro frente a uma infeccdo que pode ser amplificada por multiplos fatores
internos, levando a disfungdo organica dependente do quadro patologico, que pode
evoluir para choque séptico e morte (3). Portanto, sepse pode ser definida como
disfun¢do orgénica secundaria, com risco de morte, em decorréncia de uma resposta

desregulada do hospedeiro contra uma infecgéo (4).

Biomarcadores como endocan, interleucina-10, peptideo natriurético pro-atrial
tem sido avaliado para diversas finalidades em pacientes com sepse, podendo ser
utilizados para fins diagndsticos e terapéuticos, bem como para previsdo de
prognostico. As informagdes obtidas com base nos biomarcadores podem ajudar na
tomada de decisédo clinica e melhorar o0 manejo do paciente, especialmente se
diagnosticada precocemente. Além disso, tornam possivel o monitoramento da
efetividade do tratamento e podem determinar ajustes, quando necessario (5).
Diversos biomarcadores tem sido propostos e estudados, dentre eles, a Interleucina-
6 (IL-6) — considerando seus polimorfismos e o Torquetenovirus (TTV), que tem se
mostrado como um potencial biomarcador para processos patologicos envolvendo

alteragdes no sistema imunoldgico, incluindo sepse.

Os anelovirus, como os Torquetenovirus humano, sdo comuns no viroma
humano, sendo encontrados em diversos fluidos, como sangue saliva e urina, mas
geralmente controlados pelo sistema imunologico. O TTV é prevalente em mais de
90% dos adultos, ndo sendo causador de doengas. Entretanto, sua carga viral esta
ligada a imunocompeténcia do hospedeiro, podendo ser um biomarcador do estado

imunoldgico (6-9). Em 2021, Mallet e colaboradores conseguiram constatar que a
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quantificacdo da carga viral do TTV manifestou-se vinculada a regulagdo do
componente linfoide do sistema imunologico, e que o TTV pode ser utilizado como
indicador bioldégico em relagdo a deterioracdo do estado clinico de pacientes
internados em UTI (9).

A interleucina-6 (IL-6) é um importante biomarcador da fun¢cdo imunoldgica,
com papéis pro e antinflamatérios. Esta envolvida em diversos processos patologicos.
Niveis elevados de IL-6 no sangue aumentam o risco de sepse. Alguns estudos
evidenciam relagcé&o do polimorfismo -174C/G do gene da IL-6 com aumento do risco
para sepse (10,11).

A ideia da utilizagdo da saliva como matriz de analise para métodos de
diagnodstico existe desde 1975, proposta por Dawes, que sugeriu a viabilidade do
meétodo devido a facilidade de coleta e a quantidade de informagbes determinantes
em seus constituintes. O método de coleta da saliva é simples e nao invasivo, além
de o armazenamento ser facil e de baixo custo quando comparado com a coleta de

sangue, por exemplo (12).

A saliva contém uma variedade muito grande de biomarcadores, podendo ser
considerada como um excelente material diagnéstico com grande potencial para o
sangue no monitoramento, prognostico e tratamento muitas doengas sistémicas. A alta
gama de ingredientes da saliva pode refletir, em tempo real, niveis de biomarcadores,
bem como composigao do plasma (13).

O monitoramento sequencial da carga viral do TTV através de amostras de
saliva pode ser uma maneira simples e ndo invasiva de avaliar a funcionalidade do
sistema imunolégico em pacientes em sepse, visto que a possibilidade da
quantificagdo da IL-6 da carga viral do TTV na saliva ja foi demonstrada na literatura
(14-16).

A literatura carece de informacgdes relacionando o TTV em sepse e o
polimorfismo da IL-6 (principalmente na populagédo brasileira). Além disso, nenhum
outro trabalho tentou evidenciar se existe relagao entre o TTV e o polimorfismo da IL-
6 em pacientes com sepse.



2. Revisao de Literatura

2.1. Sepse

A sepse é uma condigdo médica grave e potencialmente fatal que surge como
uma resposta inflamatoria descontrolada do organismo frente a uma infecgao.
Atualmente sepse é entendida como disfungao organica causada por uma tempestade
de citocinas. Entretanto, até o ultimo consenso, publicado em 2016, sepse era
entendida como processo inflamatério caracterizado por dois ou mais itens do quadro
de SIRS (Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica — quadro 1) associado a
evidéncia clinica de infecg&o (17).

Quadro de SIRS

Febre-temperatura corporal > 38,3 °C ou hipotermia (temperatura corporal < 36°C);

Taquicardia — frequéncia cardiaca > 90 bpm;
Taquipnéia — frequéncia respiratéria > 20 irpm ou PaCO2 < 32 mmHg;
Leucocitose ou leucopenia — leucocitos > 12.000 cels/ mm3 ou < 4.000 cels/mm?3

Quadro 1 — Sindrome da Resposta Inflamatoéria Sistémica

Pereira Junior et al., em 1998, realizaram um estudo de revisdo de literatura
objetivando elucidar os principais mecanismos fisiopatologicos envolvidos na sepse.
O grupo define que a SIRS € uma resposta inflamatéria a condigéo clinica severa e
que o paciente com sepse é aquele com a SIRS de origem infecciosa e, sepse grave,
aquele com disfungdo organica. O choque séptico definido como sepse associada a
hipotensao arterial, apesar da adequada hipoperfusdo volémica com a presenca de
anormalidades da perfusdo, que podem estar associadas a acidose metabdlica,
oliguria ou alteracdo aguda do estado mental. Além disso, o estudo mostra as
disfungdes pela sepse nos diversos sistemas organicos correlacionando-as com as
manifestagdes clinicas, laboratoriais e aos dados de monitorizagdo hemodinamica
invasiva. Ao mesmo tempo, fornece linhas gerais para diagnodstico, avaliagdo da
gravidade, monitorizagdo e implicacbes terapéuticas, bem como as tendéncias

terapéuticas da época (18).
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A sepse € a principal causa de morte em pacientes tratados em Unidade de
Terapia Intensiva (19). Em 2006, Koury et al., visaram determinar as caracteristicas
clinicas, epidemiologicas e laboratoriais, bem como a mortalidade de pacientes
adultos em sepse no Hospital Terciario e Privado da Cidade do Recife — BA. O grupo
concluiu que a sepse € um problema mais comum em idosos € em pacientes com
comorbidades associadas, promove alteragdo na coagulagdo sanguinea e altas taxas
de mortalidade.

Sales Junior, et al., em 2006, conduziram uma pesquisa epidemiologica da
Sepse em Unidades de Terapia Intensiva Brasileiras. Foi realizado um estudo
prospectivo em 65 hospitais de todas as regides do Brasil. Os pacientes foram
acompanhados até o 28° dia de internacéo ou alta da UTI. Evidenciou-se elevada taxa
de mortalidade em pacientes correspondente a 16,7% em pacientes com sepse,
34,4% com sepse grave e 65,3% com choque séptico, sendo o tempo médio de

internagéo de 15 dias (20).

Em 2008, Zanon et al. conduziram um estudo no qual o objetivo foi avaliar a
etiologia, os fatores prognosticos e a mortalidade de pacientes em sepse internados
nas Unidades de Terapia Intensiva de Passo Fundo — RS. Para tanto, avaliaram 560
pacientes com SIRS durante 28 dias ou até a alta/6bito. Concluiram por meio deste,
gue a sepse possui uma taxa extremamente alta de mortalidade correspondente a
31,1%: sendo 6,1% para SIRS nao infecciosa, 10,1% para sepse, 22,6% para sepse

grave e 64,8% para choque séptico (19).

Klouwenberg et al. em 2015, investigaram a probabilidade de infecgdo em
pacientes com sepse presumida no momento da admissdo na Unidade de Terapia
Intensiva. Concluiu-se que muitos pacientes admitidos com suspeita de sepse
correspondem pobremente com a presenga de infecgdo. O resultado sugeriu que a
verdadeira incidéncia de sepse pode ter sido sobrestimada em diversos estudos (21).

Até 2016, sepse, sepse severa e choque séptico eram definidos de acordo com
o consenso do American College of Chest Physicians-Society of Critical Care
Medicine. Segundo o consenso, a definigdo para sepse requeria infecgéo (suspeita ou
confirmada), faléncia organica, pelo menos a presenca de dois itens do quadro da
SIRS (22), que de acordo com American College of Chest Physicians, consiste em
uma resposta inespecifica do organismo a uma variedade de situagbes como

infecgdes, queimaduras entre outras situagdes que geram processo inflamatorio e se
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manifesta por duas ou mais destas condi¢des: temperatura corporal maior que 38,3°C
ou menor que 36°C; frequéncia cardiaca maior que 90 batimentos por minuto;
frequéncia respiratéria maior que 20 inspiragdes por minuto ou PaCO? menor que
32mmHg; contagem de glébulos brancos maior que 12000/mm?3, menor que 4000/mm?3
(23).

Em 2016, Singer et al. se reuniram com o objetivo de avaliar e atualizar as
definicbes para sepse e choque séptico. A forga tarefa foi composta por 19 membros
com “expertise” na biopatologia da sepse, triagens clinicas e epidemiologia. A
convengao foi pela Society of Critical Care Medicine unida a European Society of
Intensive Care Medicine. A principal mudanga definida foi que a sepse deve ser
entendida como disfungdo organica causada pela resposta desregulada do
hospedeiro a uma infeccdo, excluindo e simplificando o antigo modelo de
nomenclatura que classificava a sepse de acordo com a evolugao de SIRS para sepse,
sepse grave e choque séptico. As defini¢cdes e critérios clinicos atualizados oferecem
maior consisténcia para estudos epidemioldgicos e triagem clinicas, além de facilitar
reconhecimento precoce, aumentando o tempo de tratamento desses pacientes com

sepse ou risco de sepse (3).

Em 2017, Taniguchi et al. coordenaram um estudo cujo objetivo foi determinar
se os critérios para definicdo de Sindrome de Resposta Inflamatdria Sistémica podem
predizer a mortalidade hospitalar em um acompanhamento de pacientes brasileiros.
Os autores extrairam informagdes, da base de dados de uma unidade de terapia
intensiva para adultos, em um hospital terciario privado. Foram estudados 932
pacientes. Concluiram que os pacientes que eram positivos para Sindrome da
Resposta Inflamatodria Sistémica estavam em estado critico mais grave do que os
pacientes que eram negativos, e tiveram mortalidade mais elevada. O fato de ser
“positivo” aumentou o risco de ébito de maneira independente em 82% (24).

Em 2020, Pierrakos et al. realizaram uma revisao de literatura com o objetivo
de avaliar o progresso na pesquisa no que se diz respeito aos biomarcadores
relacionados a sepse. Para tanto utilizaram como palavras-chave apenas
“‘biomarcadores” e “sepse”. Nao houve restricbes com relagao a idade, idioma e todos
os estudos, sejam clinicos e experimentais, foram incluidos e tabelados de acordo
com o tipo do estudo, populagdo, tamanho da amostra teste e controle e objetivo do
estudo com relagao ao biomarcador estudado. Os autores concluiram que a partir de
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um amplo critério de incluséo, € dificil ter uma forte conclusédo sobre os biomarcadores
e sepse, visto que cada estudo € voltado para apenas um biomarcador e como a sepse
tem uma fisiopatologia muito complexa, é necessario que haja estudos combinando
biomarcadores e n&o isolando-os. Dessa forma, os autores recomendam métodos

mais rigorosos e padronizados para avaliar biomarcadores em sepse (5).

2.2. Torquetenovirus

Os Anelovirus sao os principais constituintes do viroma humano e sao
detectaveis em diversos fluidos, como sangue, saliva, bile e urina. A viremia €& baixa,
cronica e bem controlada pelo sistema imunolégico. Dentro da familia Anelloviridae,
ha trés géneros presente no viroma humano: Alphatorquevirus, Betatorquevirus e
Gammatorquevirus (6). Os Torquetenovirus humano (TTV) s&o virus pequenos e nao
envelopados com fita unica de DNA circular (7), pertencentes ao género
Alphatorquevirus (25).

O TTV causa viremia persistente e € muito prevalente em diversas populacdes
ao redor do mundo, sendo que mais de 90% dos adultos tem o DNA do TTV presente
no organismo em qualquer idade (7). Apesar de sua alta prevaléncia, TTV n&o é

agente causador de doengas em humanos.

Entretanto, a carga viral do TTV encontrada no sangue esta intimamente
relacionada com a imunocompeténcia do hospedeiro. Altas cargas virais sao
encontradas em pacientes com infeccdo, pacientes que tomam medicamentos
imunossupressores e/ou que estdo em processo de rejeigdo a um transplante de
orgaos (6,8). Logo, a carga viral aumentada de TTV no sangue pode ser considerado
um biomarcador para o estado imunoldgico do paciente (9).

Akibari et al., em 2018, realizaram um estudo envolvendo 120 pacientes
receptores de transplante renal. Através da obtencdo de amostras sanguineas,
testaram a relagdo entre a quantificacdo do TTV e as complicagcbes decorrentes do
transplante renal. Os pesquisadores puderam concluir que um aumento na carga viral

do TTV pode ser relacionado com complicagdes pds-transplante (26)

Um estudo prospectivo conduzido por Strassl et al., em 2018, tentou avaliar o

TTV como um fator preditivo para doenca infecciosa em pacientes que realizaram
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transplante renal. A hipétese dos autores era de que um alto nivel de TTV no sangue
poderia refletir um nivel excessivo de imunossupressao e assim precedendo
infeccbes. Para testar a hipotese o TTV foi quantificado em 169 amostras de sangue
periférico de pacientes em seis tempos, sendo um antes e cinco apods o transplante
renal. Os autores conseguiram concluir que ha evidéncia do valor da quantificagdo do
TTV para predizer infecgao secundaria em pacientes transplantados e, mais do que
isso, conseguiram estabelecer um nivel-corte de TTV para adequagao das drogas

imunossupressoras (8).

Em 2021, um estudo de Mallet et. al. tentou relacionar a carga viral com as
patologias instaladas e com o desfecho clinico de pacientes internados na UTI. Para
tanto, o DNA viral do TTV e mais quatro herpesvirus foram analisados através de
amostras de sangue de 377 pacientes. Os autores concluiram que a reativagado dos
herpesvirus depende da patologia que levou os pacientes a internagédo em UT]I e foi
associado com a extensao da alteragdo da resposta imunoldgica. A regulacéo da
viremia do TTV apareceu especificamente associada com a modulacdo do
compartimento linfoide do sistema imune e que o EBV e o TTV podem ser utilizados
como biomarcadores para predizer deterioracao clinica em pacientes admitidos em
UTls (9).

Com a hipotese de que a carga viral do TTV poderia ser utilizada como um
potencial biomarcador no prognoéstico e acompanhamento da fungdo do sistema
imunolégico em pacientes sob tratamento de melanoma com nivolumab ou
prembolizumab, Pescarmona et al. (2021) realizaram um estudo no qual avaliaram,
através de uma abordagem retrospectiva quarenta e trés pacientes com melanoma
metastatico. Os pacientes foram avaliados antes do inicio do tratamento e seis meses
depois. O plasma sanguineo foi coletado nesses dois tempos e apos a quantificagéo
do TTV no plasma, os pesquisadores puderam concluir que o tratamento de seis
meses com os medicamentos analisados ndo teve impacto significativo na replicagao
do TTV e que carga viral do TTV em pacientes com melanoma nao € um biomarcador

confiavel para predigao da eficacia do tratamento (27).

Em 2022, Batista et al. conduziram um estudo cujo objetivo era correlacionar a
carga viral do TTV com a fungao imunoldgica de pacientes que realizaram transplantes
renais. Para tanto, os pesquisadores coletaram amostras pareadas de saliva e plasma
sanguineo antes e depois de pacientes submetidos ao transplante renal. Mesmo com
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limitagbes do estudo (casuistica pequena), os autores concluiram que o
monitoramento da carga viral do TTV, através da saliva em combinagdo com plasma
sanguineo, pode permitir a avaliagdo do grau de imunocompeténcia em pacientes

renais-transplantados (15).

Vaisanen et al., em 2022, através de um estudo prospectivo, tentaram
determinar o momento da infecgao primaria pelo TTV, bem como a carga viral e o tipo
cepa envolvida, quantificando em amostras seriadas de soro sanguineo coletadas de
102 individuos durante o periodo de infancia, em um acompanhamento até os quinze
anos de idade. Os resultados do estudo evidenciaram que a infec¢ao primaria do TTV
acontece, principalmente, apds o nascimento e aumenta durante os dois primeiros
anos de idade, variando em carga viral e cepas, sendo que as cepas podem mudar
rapidamente ou persistir por anos (7).

Em 2023, De Luca et. al. investigaram a carga viral do TTV, através de amostras
do plasma sanguineo e da saliva de pacientes com cirrose hepatica. O objetivo do
estudo foi investigar e comparar as cargas virais presentes em ambas as amostras e
correlacionar caracteristicas clinicas dos pacientes. Os pesquisadores concluiram que
o TTV é encontrado em maior quantidade na saliva quando comparado com o plasma
sanguineo e que nao foi possivel determinar a correlagdo entre carga viral e o grau

de imunossupressao em pacientes com cirrose hepatica (14).

2.3. Polimorfismo da IL-6

Um importante biomarcador relacionado com a imunocompeténcia do
hospedeiro € a interleucina-6 (IL-6). A IL-6 é uma citocina com fung¢des pro-
inflamatdrias e antinflamatérias. Induz resposta imune frente a situagdes como
trauma, danos teciduais e moléculas microbianas especificas. Assim, € uma citocina
relevante em muitas doengas como cancer, cardiopatias, doengas autoimunes e
sepse (10). Altos niveis de IL-6 no sangue s&o relacionados com risco elevado de
sepse e diversos polimorfismos foram identificados na regido do gene promotor da
citocina. Dentre esses o polimorfismo -174C/G do gene promotor, ja evidenciado na
literatura como contribuidor para o aumento do risco de sepse em algumas

populacdes (11).
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A IL-6 é uma citocina multifuncional que regula respostas imunes e os seus
efeitos se sobrepdem as da Interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF) (28)
e 0s seus polimorfismos sao estudados em relacao a diversas doengas que acometem
o organismo. Por ser amplamente distribuida entre as células do periodonto e
supostamente desempenhar papel elevado na resposta de células B observadas nos
tecidos gengivais de pacientes com periodontite cronica, Trevilatto et al., desenvolveu
um estudo em caucasianos brasileiros, no qual genoétipo G/G foi estatisticamente
associado a susceptibilidade crbnica a periodontite (p=0,0038) (28).

Carregaro, em 2010, conduziu uma pesquisa com o objetivo de investigar as
possiveis associagdes entre 12 polimorfismos localizados nos genes IL6, IL10, TLR-
2, TLR-4, TNF-a e TNF-3 em pacientes com sepse. A conclusdo foi que sete de nove
polimorfismos mostraram similares distribuicbes em frequéncias alélicas entre os
pacientes e controles. Os dados sugerem que os polimorfismos /IL710 e TLR-2 podem
predispor os pacientes a Sepse (29).

Em 2011, Palumbo et al. tentaram determinar se existia associacdo entre
polimorfismos das IL-6, IL-10 e IL-17 com o desenvolvimento da sepse. Para tanto, o
grupo avaliou 71 pacientes com indice maior ou igual a 15% de queimadura TBSA
(superficie total do corpo) e 109 individuos saudaveis. Os gendtipos da IL-6 (174C/G),
IL-10 (819C/T and1082A/G) e IL-17 (7488T/C) foram identificados aplicando os
protocolos de reacdo em cadeia da polimerase e 0s niveis das citocinas no soro foram
identificados com enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA). Os resultados
obtidos ndo demonstraram associagao dos polimorfismos com os pacientes em sepse.
Somente o polimorfismo /L-10 (-1088GG) apresentou uma associagdo com a
quantidade de /L-710 no soro, isso nos pacientes queimados e na sua evolugido. Os
autores sugeriram que este SNP (polimorfismo de unico nucleotideo) pode ser
utilizado como um marcador de evolugdo dos casos de queimados (31).

Segundo Chaudhry et al. (2015), a IL-6 é uma interleucina pleiotropica com
ambas as fungdes pro-inflamatdrias e antinflamatorias, sendo secretadas por células
T macrofagos para estimular resposta inflamatéria frente a diferentes situagdes,
especialmente em relagcdo a sepse. Os autores afirmam que a producgao da IL-6 €
elevada em pacientes com sepse, indicando que a IL-6 é associada com o
desenvolvimento da sepse, além disso, ainda sugerem que a IL-6 é uma citocina

chave na fisiopatologia da sepse severa, podendo indicar maior risco de morte para
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0s pacientes que exibem niveis elevados no plasma. O objetivo dos autores foi realizar
uma revisdo de literatura determinar se citocinas especificas pro-inflamatoérias ou
antinflamatdrias podem ser alvos com fins diagndsticos e terapéuticos para sepse.
Para tanto, foram procurados, na base de dados MEDLINE, artigos com significancia
clinica de citocinas inflamatérias em sepse. Os autores encontraram que as citocinas
pré-inflamatérias — IL-6, IL-8, IL-18 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a citocina
antinflamatéria — IL-10 — aumentadas em pacientes com sepse. Em suma, uma
diminui¢cdo na /L-6 foi associada com uma melhora do prognostico e a produgéo de
IL-10 foi encontrado como principal preditor da severidade e resultado fatal. Concluiu-
se que ambas as citocinas pro-inflamatérias e antinflamatérias constituem uma
‘espada de dois gumes” na doengca. Em uma mao sdo proteinas criticas para
eliminagao da infeccdo enquanto por outro lado, producédo excessiva pode causar
danos em tecidos em 6rgaos. E um aumento nas citocinas IL-10, IL-8 e TNF-a podem

ter implicagbes no diagnostico e tratamento da sepse (10).

Zidan et al., em 2013, objetivaram investigar a associagcédo do polimorfismo do
gene IL-6 -174C/G com a susceptibilidade do desenvolvimento da pneumonia em
criangas egipicias. O polimorfismo em questdo foi genotipado em 210 criangas
utilizando PCR-RFLP, enquanto os niveis de IL-6 no soro foram medidos pelo método
ELISA. O grupo concluiu que o polimorfismo do gene IL-6 -174C/G pode contribuir

para o desenvolvimento da pneumonia comunidade adquirida em criangas (32).

Em 2015, Panayides et al. avaliaram o impacto do polimorfismo da IL-6 sobre
a predisposigao da sepse em pacientes com doencga renal crénica. O grupo controle
consistiu em 115 pacientes com doenga renal crénica e sem infec¢gdo. O grupo teste
consistiu em 198 pacientes com doenga renal crbnica associada a sepse. Os
pesquisadores concluiram que o gendtipo GG foi mais frequente no grupo teste do
que no grupo controle. Todas as causas de mortalidade foram semelhantes até o 28°
dia foi similar entre os pacientes com GG e GC/CC. Os niveis séricos de IL-6 eram
maiores em pacientes GC/CC e em disfungdo multipla dos 6rgaos. O gendtipo GG
predispde a sepse em pacientes com doenga renal crénica (33).

Em 2015, Feng et al. conduziram um estudo com o objetivo de investigar a
associagao de uma regido promotora de polimorfismo na IL-6 (-174G/C) rs1800795 e
TNF-a (-308G/A) rs1800629 com a sepse induzida por pneumonia. A amostra total foi
de 277 pacientes chineses com pneumonia severa induzindo sepse. O grupo concluiu
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gue os pacientes em cuidado intensivo com polimorfismos do alelo -308A TNF-a e o

alelo 800795 C tiveram maior susceptibilidade ao choque séptico (34).

Lorente et al. elaboraram um trabalho cujo objetivo era determinar se ha relagéao
do polimorfismo da IL-6 (-174) com os niveis no soro e com a mortalidade de pacientes
em sepse. Para tanto, coletaram amostras de soro dos pacientes para analise da
presenga dos polimorfismos bem como dos niveis de IL-6 encontrados. O grupo
concluiu que dos 263 pacientes avaliados, 123 foram caracterizados como GC, 110
GG e 30 CC. Desses gendtipos, os pacientes CC possuiam menores niveis de IL-6 e
menor risco de morte, podendo ser o mais favoravel (35).

Em 2017 Mao et al. realizaram uma pesquisa cujo objetivo era avaliar o risco
de pneumonia induzindo sepse, examinando uma ligagdo entre a doenga e o
polimorfismo da IL-6 e IL-10. As amostras foram obtidas de 188 pacientes com sepse
induzida por pneumonia, 162 pacientes com pneumonia e 200 de pacientes saudaveis
para controle. O trabalho evidenciou que pacientes com o alelo IL-10 -1082AA e IL-6
-174 CC tiveram maior risco de sepse e aumentaram seus niveis de mRNA, indicando
o polimorfismo como funcional, isto €, aumentando quantitativamente a produgao de

IL-6 e contribuindo para um risco aumentado de sepse induzida por pneumonia (36).

Jiménez-Souza et al, em 2017, desenvolveram uma pesquisa retrospectiva em
202 pacientes com sepse que passaram por grandes cirurgias cardiacas ou
abdominais. O objetivo principal foi avaliagdo da morte dentro de 90 dias apos o
diagnodstico de choque séptico. A analise de sobrevivéncia mostrou que 55% dos
pacientes morreram com sobrevivéncia média de 39 dias. Pacientes com gendétipo CC
tiveram uma taxa maior de mortalidade do que GG e CG. O gendtipo CC evidenciou
maior risco de morte por choque séptico durante os primeiros 7, 28 e 90 dias. Quando
os pacientes foram estratificados pelo tipo de cirurgia, aqueles com o genétipo CC que
passaram por cirurgia cardiaca tiveram maior risco de morte em 7 e 28 dias do que

aqueles que passaram por cirurgia abdominal (1).

Em 2019, Hu et al. realizaram uma revisdo de literatura cujo objetivo foi
determinar se os polimorfismos da IL-6 poderiam estar relacionados com a sepse.
Apesar de n&o haver associagdo significante dos polimorfismos com aumento do risco
de sepse na populagdo geral, os autores puderam constatar, mesmo com as

limitacbes do estudo — principalmente com relacdo ao tamanho da amostra — que o
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polimorfismo -174C/G pode colaborar para um aumento do risco de sepse,

especialmente nas populagdes asiaticas e africanas (11).

Galhardo et al., em 2020, conduziram um trabalho cujo objetivo foi investigar a
saliva de pacientes hospitalizados com e sem sepse, identificando niveis de diferentes
biomarcadores inflamatorios, sendo eles: proteina C-reativa, procalcitonina,
interleucina-6 e oxido nitrico. Para tanto utilizaram amostras de saliva de pacientes
em cuidado intensivo e diagnosticados com sepse. Os autores concluiram que
pacientes com sepse tiveram niveis significantemente maiores de IL-6 quando

comparados com o grupo controle (16).

Ferdosian et al. em 2021 desenvolveram um estudo com o objetivo revisar a
literatura a sistematicamente sobre o polimorfismo da IL-6 -174 G>C relacionado a
susceptibilidade a sepse infantil. Apos a selegcdo dos artigos publicados (bases de
dados: PubMed, ISI web of knowledge, Scopus, CINK, SID, SCIELO), os autores
conseguiram analisar um total de 17 estudos com n de 1287 e controle de 2482 e foi
possivel concluir que ndo houve associagcédo significativa encontrada para recém-
nascido e pacientes pediatricos. Entretanto conseguiram associar o risco a subgrupos
étnicos: caucasianos e africanos (37).
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3. Objetivo
O objetivo desse trabalho foi determinar os polimorfismos de IL-6 e quantificar

a carga viral do TTV na saliva de pacientes em sepse, visando estabelecer uma
possivel relagdo entre sepse e ambos os biomarcadores.
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4. Materiais e Métodos

Primeiramente o projeto foi encaminhado para aprovacgéo do Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade de Taubaté (UNITAU) — numero do Parecer: 1.859.012
(Apéndice A).

De cada participante foi colhida a historia médica do prontuario. Os
acompanhantes foram informados sobre o objetivo e a metodologia do estudo e
assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice B)

Todos os pacientes foram identificados por codigo, de tal forma que somente
0os pesquisadores tiveram acesso as informacdes. Esse estudo foi conduzido

utilizando uma amostra de conveniéncia de 115 pacientes divididos em trés grupos:

] Grupo com sepse: 54 pacientes com sepse
(] Grupo doente: 34 pacientes doentes internados na UT| sem sepse.

'l Grupo controle: 27 pacientes saudaveis

4.1. Critérios de Inclusao

[J Grupo sepse
o Pacientes do Hospital Regional de Taubaté-SP com sepse,
apresentando dois ou mais itens do quadro de (SIRS):
(] Grupo doente sem sepse
o Pacientes hospitalizados no Hospital Regional de Taubatée-SP
sem as caracteristicas de sepse
(] Grupo controle
o Pacientes saudaveis (ASA | e Il) da clinica de odontologia da
Universidade de Taubaté-SP

4.2. Critérios de Exclusao

» Pacientes que ndo concordaram em participar do estudo

» Pacientes sem condi¢des de coleta de saliva
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4.3. Coleta de Saliva

Amostras de saliva foram coletadas por meio de pipetas descartaveis e
acondicionadas em tubos plasticos e devidamente identificados. Uma vez coletadas,
as amostras foram congelados a -20°C para posterior andlise.

4.4. Processamento das amostras para o polimorfismo da Interleucina-6

O processamento das amostras para o polimorfismo da IL-6 foi realizado no
UNISA research center (URC).

O DNA gendmico foi extraido de acordo com as instru¢gdes do fabricante, por
meio dos kits de extragdo de DNA da Quiagen - QlAamp® Fast DNA Tissue Kit.

Foram analisados os polimorfismos rs1800795 do gene da IL-6 na posigao -
174 por meio da técnica de RT - PCR.

Para a amplificagdo das amostras de DNA gendmico foi utilizado o par de
primers -174 (Invitrogen Life Technologies):

50-TTGTCAAGACATGCCAAGTGCT-30 (forward)
50-GCCTCAGAGACATCTCCAGTCC-30 (reverse)

Para a genotipagem dos SNP’s rs1800795 do gene IL-6 foram utilizados os
ensaios de discriminacdo alélica QIAGEN® e a amplificagao e leitura foi realizada com
o emprego da técnica de PCR em Tempo Real (Applied Biosystems). As amplificagdes
foram conduzidas no Step One™ — Applied Biosystems. A reac&o foi composta de 20l
de master mix (Genotyping Mastermix — Themo-fisher), 2 yl do primer-probe Mix e 18
pl de H20 +DNA (30 nanogramas), obtendo um volume final de 40 pl .Os produtos do
PCR foram analizados usando o TagMan SNP Genotyping Assay para a genotipagem
do SNP IL6-174 (rs1800795).Trés possiveis gendtipos podem ser detectados na
posicéo -174 no gene promotor IL-6 definidos como G/G, G/C ou C/C.
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Temp. Tempo Ciclo

Incubacéao 50°C 2min 1
Ativacdo enzimatica 95°C 20seg 1
Desnaturagéo 95°C 1seg 40 x
Anealeamento/extensao 60°C 20 seg

4.5. Processamento das amostras para a quantificagao da carga viral do
TTV

O processamento das amostras para o polimorfismo da IL-6 foi realizado no
Unisa Reasearch Center (URC) da Universidade Santo Amaro (UNISA).

Para amplificagcdo do DNA, foi realizada uma reagao PCR tempo real sistema
TagMan, método de quantificagdo absoluta (curva padrao sintética com quantidades
conhecidas de oligonucleotideos sintéticos para quantificagao de TTV).

A sequéncia de primers e sonda utilizados foram:

Primers Sequéncia 5- 3~

TTV_fwd GTGCCGIAGGTGAGTTTA

TTV rev AGCCCGGCCAGTCC

TTV probe FAM - TCAAGGGGCAATTCGGGCT-mgb

Para a amplificagdo do DNA foi utilizado o aparelho QuantStudio 6, com a
seguinte ciclagem: etapa inicial de ativagdo de 95°C por 2min, desnaturagao a 95°C
por 15 segundos e alongamento/extenséo a 60°C por 60 segundos (45 ciclos).

Ciclagem Padrao Temp. Tempo Ciclo

GoTag® Ativacao da

Polimerase 95°C 2 min

Denaturacao 95°C 15seg 45
X

Anealeamento/extensao 60°C 1 min

Os dados resultantes foram analisados usando o software QuantStudio Design
& Analysis, versao 1.4.1
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4.6. Analise Estatistica

Para o presente trabalho foi adotado um nivel de significancia global de 5%,
isto €, valor de P< 0,05. A distribuicdo de normalidade dos dados foi detectada pelo

teste de Shapiro Wilks, diferenciando os dados paramétricos dos n&o paramétricos.

Para o grupo TTV o teste utilizado foi o de Kruskal-Wallis (n&o paramétrico) e
para TTVlog o teste de ANOVA (paramétrico). Para analise qualitativa entre os grupos
foi utilizado o teste quiquadrado. Para a analise dos gendtipos em relagdo ao TTV e
TTVlog, foi utilizado o teste de Mann-Whitney (TTV) e ANOVA (TTVlog). Para a
comparacgao dos genotipos e do TTV com os desfechos clinicos, foi utilizado o teste

quiquadrado.
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5. Resultados

Foram avaliados 115 pacientes divididos em trés grupos, sendo 54 do grupo
com sepse, 34 do grupo doente (internados em UT| sem sepse) e 27 do grupo controle
(saudaveis). No grupo com sepse a idade variou de 18 a 98 anos com média de 62,1
1119,9, no grupo doente de 19 a 94 com média de 64,6 (116,5 e no grupo controle de
25 a 79 com média de 56,7 [113,9 (ndo houve diferenga significante entre os grupos
p=0,212).

Primeiramente verificou-se a presenca ou auséncia do TTV. Foi detectado em
63% no grupo controle, enquanto no grupo doente sem sepse ficou em 91,2% e 94,4%
no grupo com sepse (p-valor <0,001) (tabela 1). Os pacientes que ndo demonstraram
quantificagdo do TTV na saliva (negativo) foram excluidos das futuras analises, isto &,
as analises foram realizadas sobre total dos positivos (amostra de 99).

Para o desfecho final obteve-se um indice de 6bito de 9,1% do grupo doente
sem sepse contra 46,7% no sepse (tabela 1), caracterizando diferenca estatistica para

o grupo sepse (p-valor = 0,002).

Tabela 1: Comparagéo dos Grupos (Fatores Qualitativos — género, gPCR TTV e desfecho)

doente sem

controle sepse Total
sepse P-valor
N % N % N % N %
Feminino 16 59,3% 16 47,1% 25 46,3% 57 49,6%
Género 0,514

Masculino 11 40,7% 18 52,9% 29 53,7% 58 50,4%

Negativo 10 37,0% 3 88% 3 56% 16 13,9%

gPCRTTV <0,001
Positivo 17 63,0% 31 91,2% 51 94,4% 99 86,1%
Alta 20 90,9% 24 53,3% 44  65,7%

Desfecho i 0,002
Obito 2 9,1% 21 46,7% 23 34,3%

Na quantificagdo do TTV e TTVLog através do teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis, foi possivel determinar que ndo houve diferenca estatistica entre os

grupos (tabela 2).
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Desvio
Grupos Média Mediana Q1 Q3 N IC P-valor
Padrao
TV controle 980.929 277.504 1.524.493 78.711 1.099.617 16  746.988
- doente sem sepse  2.106.683 527.205 4.733.748 47.564 1.317.783 32 1.640.130 0,059
cp/m
sepse 4.420.223 675.766  7.591.001 252.798 4.328.929 51 2.083.349
controle 5,62 5,57 1,29 4,97 6,20 17 0,61
TTV log
i doente sem sepse 5,43 5,72 1,08 4,67 6,12 32 0,37 0,084
cp/m
sepse 5,94 5,83 0,90 5,40 6,63 51 0,25

Através da comparagao de post-hoc (0os grupos aos pares), o grupo de doentes

sem sepse apresentou menor numero de copias por mL de TTV quando comparado

ao grupo com sepse, apresentando diferenga estatistica para o grupo com sepse (p-
valor = 0,049) (tabela 3).

Tabela 3: P-valores do post-hoc dos grupos

doente
controle
sem sepse
doente sem sepse 0,913
TTV cp/mi
sepse 0,060 0,049
TV log doente sem sepse 0,807
cp/ml sepse 0,511 0,075

Na analise dos polimorfismos 19 amostras ndo amplificaram: 8 do grupo sepse,

9 do grupo doente sem sepse e 2 do grupo controle. Sendo assim, as analises

estatisticas foram realizadas com 96 pacientes. A partir do teste Qui-Quadrado foi

possivel constatar que diferenca estatistica para o alelo G quando comparado com o

alelo C, isto € o alelo G foi predominante nos grupos de pacientes doentes sem sepse

e com sepse. (Tabela 4).
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doente sem
controle sepse Total
sepse P-valor
N % N % N % N %
C 26  52,0% 12 24,0% 33 35,9% 71 37,0%
Alelos 0,014
G 24 48,0% 38 76,0% 59 64,1% 121 63,0%
CC 8 32,0% 8,0% 8 17,4% 18 18,8%
Genotipo GC 10 40,0% 8 32,0% 17 37,0% 35 36,5% 0,135
GG 7 28,0% 15 60,0% 21 457% 43  44,8%

P-valor - Teste Qui-Quadrado

Com objetivo de avaliar se existe associagao entre o polimorfismo IL- 6 com a

quantificacdo da carga viral do TTV, foi realizada uma comparagéo entre os dados do

TTV e TTVlog com os diferentes genotipos.

estatisticamente significante entre os grupos (tabela 5)

Ndo foi encontrada diferenca

Tabela 5: Comparagdo dos gendtipos com a quantificagdo do TTV nos grupos estudados

Média Mediana Desvio Q1 Q3 N [of P-valor
Padrao
CC 1.492.713 375.539 2.456.482 179.469 924.194 5 2.153.162
controle GC 836.749 756.894 952.326 93.404 941.946 6 834.735 0,698
GG 806.497 100.651 1.072.114 34.631 1.572.631 5 939.732
doente sem CC 461.207 461.207 449.480 302.292 620.123 2 622.936
GC 2441617 1.601.029 2.131.190 1.013.235 4.150.592 8 1.476.812 0,099
sepse GG 2.040.094 314.303 6.157.455 74.115 639.926 14 3.225.413
TTV cp/ml CC 7.192.420 358.312 11.840.769 168.531 12.221.649 7 8.771.603
sepse GC 6.673.466 2.612.707 8.983.905 270.399 11.424.174 17 4.270.599 0,547
GG 2.876.467 908.758 4.900.297 292.618 1.470.548 20 2.147.610
CC 147.655.827 375.539 555.684.400 165.617 3.387.545 15 281.209.939
Todos GC 4.572.187 1.372.116 7.210.944 271.058 5.135.995 31 2.580.356 0,121
GG 2.310.850 617.655 5.058.782 131.897 1.332.767 39 1.587.676
CC 5,74 5,57 0,66 5,25 5,97 5 0,58
controle GC 5,46 5,88 0,92 4,97 5,97 5 0,80 0,675
GG 5,20 5,00 1,06 4,54 6,20 5 0,93
doente som CC 5,52 5,62 0,52 5,34 5,71 2 0,72
TV log GC 6,07 6,20 0,79 5,99 6,62 8 0,54 0,097
cp/mi sepse GG 5,35 5,44 0,95 4,82 5,81 14 0,50
CC 591 5,565 1,05 5,22 6,56 7 0,78
sepse GC 6,20 6,42 0,95 5,43 7,06 17 0,45 0,555
GG 5,90 5,95 0,78 5,45 6,16 20 0,34
Todos CC 6,03 5,57 1,21 5,22 6,37 15 0,61 0,122




GC
GG

6,04
5,61

6,14

5,79

0,92
0,91

6,71
6,12

30
39

0,33
0,28
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Teste de Mann-Whitney (TTV) e ANOVA (em TTV Log).

A distribuicdo dos desfechos clinicos também foi comparada com os gendtipos

e com a quantificagdo da carga viral do TTV (qPCR TTV). Nao houve diferenca

estatistica significativa entre os grupos, sendo variaveis independentes.

Tabela 6: Comparagéo dos gendtipos com o desfecho final e presenga ou auséncia de TTV

CccC

GG

Total

N % N % N % N % Prvalor
doente sem /-’\Ita 1 100,0% 4  80,0% 10 90,9% 15  88,2% 0.765
sepse Obito 0 0,0% 1 20,0% 1 9,1% 2 11,8%
Desfecho  sepse /-’\Ita 2 40,0% 6 40,0% 11 61,1% 19 50,0% 0.430
Obito 3 60,0% 9 60,0% 7 38,9% 19 50,0%
Todos /-’\Ita 3  50,0% 10 50,0% 21 72,4% 34 61,8% 0.232
Obito 3 50,0% 10 50,0% 27,6% 21 38,2%
controle Negativo 2  28,6% 5 50,0% 28,6% 9 37,5% 0.565
Positvo 5  71,4% 5 50,0% 5 714% 15  62,5%
doente sem Negativo 0 0,0% 0 0,0% 1 6,7% 1 4,0% 0.707
gPCR sepse Positvo 2 100,0% 8  100,0% 14 93,3% 24 96,0%
TTV sepse Negativo 1 12,5% 0 0,0% 1 4,8% 2 4,3% 0.357
Positvo 7  87,5% 17 100,0% 20 952% 44 957%
Todos Negativo 3  17,6% 5 14,3% 4 9,3% 12 12,6% 0.636
Positivo 14 82,4% 30 857% 39  90,7% 83 87,4%

Teste Qui-Quadrado
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6. Discussao

O trabalho foi desenvolvido para verificar uma possivel relacdo entre sepse, o
polimorfismo da IL-6 e a carga viral do TTV. O nosso estudo constatou um aumento
da carga viral de TTV em pacientes em sepse quando comparado com pacientes
doentes sem sepse e saudaveis (tabela 2). Em especial na comparagao entre os
grupos doente sem sepse e com sepse, em que o aumento foi estatisticamente
significante (tabela 3).

No presente estudo verificamos que houve um aumento do numero de copias
de TTV/ml no grupo doente com sepse, que apresentou uma meédia de 4.420.223
copias de TTV/mL em comparagdo com o grupo doente sem sepse (média de
2.106.683 copias de TTV/mL) e com o grupo controle (média de 980.929 cépias de
TTV/mL). O aumento desses valores para o grupo com sepse poderia demonstrar que
a presencga do virus em maiores quantidades € um indicador de deterioramento do
quadro clinico dos pacientes analisados, visto que a alta carga viral do TTV tem se
mostrado como um potencial biomarcador de processos relacionado a quadros de
comprometimento do sistema imunoldgico como sugerido por Honorato et al., Strassl|
et al. e Batista et al (8,15,38).

Um estudo de coorte conduzido por Batista et al. foi capaz de evidenciar uma
relacdo de aumento da carga viral do TTV, tanto em amostras de sangue como em
amostras de saliva, em pacientes poés-transplante renal. Strassl et al. também
demonstraram aumento da carga viral através de um estudo prospectivo, e mais que
isso, foram capazes de evidenciar que o aumento da carga viral do TTV em pacientes
transplantados pode estar relacionado com infecgdo, podendo servir como um
biomarcador preditor de infecg&o (8).

Um estudo relacionando a carga viral do TTV na saliva de pacientes sob
tratamento antirretroviral para HIV concluiu que tanto os pacientes assintomaticos
como nos pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), os niveis de
TTV estavam diretamente relacionados com a carga viral do HIV na circulagéo
sanguinea e, significantemente reduzidos conforme o aumento da concentragcéo de
linfocitos TCD4+. Logo, o resultado desse estudo permite sugerir que a analise da
carga viral do TTV na saliva pode ser um biomarcador sensivel para o status dos
linfocitos TCD4+ (imunocompeténcia dos individuos), bem como para produgédo de
HIV em pacientes sob tratamento antirretroviral (38).
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Embora no presente estudo tenha se observado o aumento da carga viral do
TTV no grupo com sepse em relagdo aos outros dois grupos, a diferenga entre os
valores nao foi estatisticamente significante entre o0s grupos analisados,
provavelmente devido indice de variabilidade encontrado na quantificagdo da carga
viral do TTV ou devido ao tamanho do numero amostral.

Em um estudo piloto publicado por Mallet et al, os pesquisadores constataram
que houve um aumento da carga viral do TTV em amostras de sangue de pacientes
em choque séptico (39). No trabalho publicado pelo mesmo grupo, em 2021, contando
com um maior numero amostral, foi possivel observar que além de o TTV estar
presente em maior carga viral nos pacientes com sepse e choque séptico, a viremia
de um dos herpesvirus associado ao TTV pode estar associado a menores taxas de
mortalidade (9). Levando em conta os dados observados por Mallet et al., pode-se
sugerir que para proximos os estudos, sejam selecionados um maior numero
amostral, bem como, a possibilidade de associar a quantificacdo dos diferentes
herpesvirus com o TTV em pacientes em sepse.

Com relagéo a quantificagao da carga viral do TTV na saliva, o estudo mostrou
a possibilidade de monitorar os niveis do potencial biomarcador com eficacia, exibindo
excelente relagao custo-beneficio pela facilidade de coleta da amostra. De Luca et al.
também conseguiram monitorar os niveis de TTV através da saliva. Mais do que isso
conseguiram observar que a quantidade de copias/mL de TTV na saliva dos pacientes
eram estatisticamente maiores do que nas amostras de sangue. Embora os autores
nao tenham conseguido determinar correlagao entre a carga viral do TTV e o grau de
imunossupressao da populacédo estudada, foi possivel observar a eficacia da saliva
como método de monitoramento da carga viral de TTV (14).

A IL-6, citocina pleiotrépica secretada por células T e macrofagos, desempenha
um papel importante no estimulo da reacgao inflamatéria e, consequentemente, na
sepse. E documentado na literatura que pacientes com sepse exibem altos niveis de
IL-6 (10). Sendo assim, um dos objetivos desse trabalho foi o de determinar os
polimorfismos das IL-6 em pacientes em sepse.

Frente as amostras analisadas para o polimorfismo da IL-6 (n = 96) nao foi
possivel constatar diferenca estatistica entre os grupos, com relagdo aos genaotipos.
Isto, € ndo foi possivel determinar se ha predominédncia de algum dos gendtipos

analisados nos grupos estudados. Todavia, na analise frequéncia alélica, foi possivel
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observar a predominancia do alelo G em pacientes do grupo doente sem sepse e
doente com sepse, indicando que o polimorfismo contendo o alelo G pode estar
associado com doenca. Esse resultado corrobora com o de Weber et al. que obtiveram
em seu estudo alta frequéncia do alelo G do polimorfismo rs1800795 (IL-6), sendo
considerado alelo de risco para populacéo estudada (42).

Até o presente momento, ndo ha outros estudos relacionando o polimorfismo
da IL-6 em com sepse no Brasil. Isso se da provavelmente pela dificuldade em virtude
da miscigenacdo e diversidade das populagbes no Brasil, o que evidencia a
necessidade da realizagdo de estudos similares na regido.

Jiménez-Souza et. al., com um numero amostral superior ao do nosso trabalho,
nao conseguiu estabelecer diferenga estatistica entre a distribuicdo dos alelos e
genotipos. A populagéo analisada por Lorente et. al. foi aproximadamente 2,7 vezes
maior do que avaliado nesse estudo e mesmo com um numero amostral maior, os
pesquisadores nao constataram diferenga estatistica entre os grupos de alelos e
genotipos, tendo também um resultado similar ao encontrado no presente estudo.

Das 115 amostras analisadas para o polimorfismo da IL-6, 19 ndo amplificaram.
A ndo-amplificagdo pode ser relacionada a qualidade das amostras do grupo com
sepse e doente, pois a saliva em pacientes hospitalizados em estado grave &,
frequentemente escassa. Outro motivo que pode ser relacionado a ndo-amplificagcao
do DNA das amostras é a sensibilidade do teste.

Tentou-se estabelecer relagao entre os desfechos clinicos e o polimorfismo da
IL-6 e nao foi possivel estabelecer diferenga estatistica para nenhum dos
polimorfismos analisados. Resultado esse que diferiu do estudo realizado por
Jimenez-Souza et al., que avaliou o risco de morte em 7, 28 e 90 dias e evidenciou
uma relacdo estatisticamente relevante do gendétipo CC com maior chance de
progresséo para choque séptico e morte. O mesmo também n&o pode ser observado
no estudo conduzido por Lorente et. al., que conduziram um estudo semelhante e
concluiram que o gendtipo CC estava relacionado com as menores taxas de
mortalidade quando comparado aos outros genotipos. A variabilidade das conclusdes
dos diferentes estudos pode estar relacionada com as populacdes analisadas. Os
estudos de Lorente et. al. e Jimenez-Souza et al. foram desenvolvidos na Espanha,

entretanto em diferentes regides. Isso evidencia mais uma vez a necessidade de mais
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estudos na populagao brasileira, que é composta por diversas etnias miscigenadas
entre si.

De forma inédita, esse estudo tentou relacionar os polimorfismos da IL-6 com
a quantificacdo do TTV nos pacientes analisados e foi observada nenhuma diferenca

estatistica, evidenciando que sao variaveis totalmente independentes.
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7. Conclusao

Em suma, nao foi possivel determinar influéncia do polimorfismo da IL-6 nos
desfechos clinicos e também n&o foi possivel correlacionar o TTV com os
polimorfismos da IL-6, que se mostraram variaveis independentes. Porém, o aumento
dos niveis da carga viral do TTV pode estar relacionado com a condigdo de

deterioramento do quadro clinico dos pacientes.
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