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RESUMO

A doenca do coronavirus 2019 (COVID-19) é uma doenga infecciosa causada pelo SARS-CoV-
2, contabilizando mais de 750 milhGes de casos confirmados e mais de 6 milhdes de mortes
mundialmente, desde seu aparecimento. Os interferons do tipo I (IFN-I) sdo moléculas
produzidas por células infectadas por virus e tem como funcéo alertar as células vizinhas sobre
a presenca do patdgeno para ativagdo de resposta antiviral. Portanto, a via do IFN-I possui
grande importancia na resposta antiviral e alteracdes nessa via podem estar relacionadas ao
agravamento de doencas virais. Com 0 avanco das técnicas de biologia molecular, comegou-se
a investigar a importancia da variabilidade genética para o desenvolvimento de doencas
infecciosas. Os genes que podem apresentar relacdo a uma doenca sdo inferidos pela
identificacdo de variacbes na sua sequéncia entre uma populagdo. Essas variagdes sé@o
denominadas de polimorfismos genéticos, geralmente ocorrendo diferenca de um Unico
nucleotideo, conhecidos como polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP). Portanto, esse
estudo teve como finalidade analisar diferentes caracteristicas sociodemograficas, clinicas e
genéticas de pacientes com COVID-19 da cidade de Fortaleza/CE. Para isso, foram coletadas
amostras de sangue total desses pacientes, entre o periodo de janeiro a maio do ano de 2021,
resultando em 122 amostras. Os pacientes foram separados segundo gravidade (40 pacientes
leve/moderado e 82 graves) e entre os pacientes graves, segundo desfecho (49 altas e 33 dbitos).
Foram considerados como graves 0s pacientes internados em UTI que apresentaram
dessaturacdo ou desenvolvimento de Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo. As
informacBes como sexo e idade estiveram disponiveis para todos os pacientes, portanto foram
analisadas segundo gravidade e segundo desfecho, enquanto a presenca de comorbidades e 0s
sintomas sé foram disponiveis para os pacientes em UTI, sendo elas analisadas apenas segundo
desfecho. As amostras foram submetidas a processo de extracdo de DNA, quantificacdo e
normalizacdo e por fim genotipagem dos polimorfismos rs2250226, rs2236757, rs2252650 e
rs2284551, no gene IFNAR2. Foi realizada a distribuicdo de frequéncia relativa das
caracteristicas seguido por aplicacdo do teste exato de Fisher para investigar relevancia entre as
diferencas entre os grupos ou teste chi-quadrado de Pearson. Ambas as categorias de idade e de
sexo apresentaram diferencas significantes relativas a gravidade da doenca, enquanto nenhuma
das caracteristicas sociodemograficas e clinicas apresentaram diferencas significantes, apesar
da diferenca de proporcao relativa. Apesar de algumas aparentes diferencas nas porcentagens

de distribuicdo dos gendtipos entre os grupos, nenhuma das variantes apresentou valor



significativo no teste chi-quadrado. Portanto, esses dados indicam maior risco de gravidade para
individuos do sexo masculino e com idade maior ou igual a 60 anos, mas ndo indicam maior
risco de Obito para nenhuma caracteristica ou genotipo dos polimorfismos rs2250226,
rs2236757, rs2252650, rs2284551.

Palavras-chave: COVID-19. Interferon Tipo I. Polimorfismo de Nucleotideo Unico.



ABSTRACT

Coronavirus disease 2019 (COVID-19) is an infectious disease caused by SARS-CoV-2. Over
750 million cases and over 6 million deaths caused by this disease worldwide have been
reported. Type | interferons (IFN-1) are molecules produced by virus-infected cells to alert
neighboring cells of a virus infection. The IFN-1 pathway plays a crucial role in the antiviral
immune response and modifications in this pathway may affect disease severity. The advance
in molecular biology techniques allows further investigation about the importance of host
genetic variability for infectious diseases. The identification of sequence variation among
populations can infer the association between genes and diseases. These genetic variations are
denominated as genetic polymorphisms, which generally are the result of changes in a single
nucleotide, known as single nucleotide polymorphisms (SNP). This study aims to analyze
sociodemographic, clinical and genetic characteristics among COVID-19 patients. These
patients were divided into groups according to disease severity (40 mild/moderate and 82 severe
patients) and according to clinical outcome (49 survivors and 33 non-survivors). Whole blood
samples were collected from these patients for laboratory tests between January and May 2021,
resulting in 122 samples. ICU patients with desaturation or Acute Respiratory Distress
Syndrome were considered severely ill. Information such as sex and age from the patients were
available for all patients, therefore were submitted for data analysis, according to disease
severity and clinical outcome. On the other hand, the comorbidities and symptoms were
available only for severe patients, only being analyzed according to clinical outcome. To
perform the genotyping assays the samples went through DNA extraction, purified DNA
quantification and normalization of DNA concentration. The polymorphisms in the IFNAR2
gene, identified as rs2250226, rs2236757, rs2252650 and rs2284551, were genotyped. The
relative frequency distribution of the sociodemographic, clinical or genetic characteristics was
verified and then Fisher’s exact test was applied to seek for significant difference between
groups. When Fisher’s exact test could not be performed, Pearson’s chi-squared was used
instead. Statistical analysis showed that patient sex and age were significantly different between
disease severity groups. On the other hand, none of the sociodemographic, clinical or genetic
characteristics showed significant difference between clinical outcome groups, although some
of their relative frequency distribution were different. There were no significant genotype
difference between severity or clinical outcome groups for the variants studied. Therefore, these

data indicate a higher disease severity risk for male patients and patients with age greater than



or equal to 60, but no higher death risk was associated with the characteristics analyzed or
genotypes of the rs2250226, rs2236757, rs2252650 and rs2284551 polymorphisms.

Keywords: COVID-19. Type | interferon. Single Nucleotide Polymorphisms.
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1 INTRODUCAO

Em dezembro de 2019 ocorreu o primeiro caso de uma infec¢do causada por um novo
coronavirus em Wuhan, na China. Desde entdo, a Organizacao Mundial de Saude declarou, em
marco de 2020, o estado de pandemia pela doenca do coronavirus de 2019 (COVID-19)
(AZKUR et al., 2020; DHAMA et al., 2020). Até entdo, ja& foram notificados mais de 750
milhdes de casos, tendo resultado em mais de 6 milhdes de mortes por essa doenga (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2023). O agente etiologico dessa doenca é considerado um novo
coronavirus devido a sua diferenca gendémica, encontrada em dados sequenciais iniciais, em
relacdo aos outros coronavirus ja sequenciados. Dessa forma, denominou-se como coronavirus
2 da sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV-2), por pertencer a mesma linhagem de
coronavirus causadores da sindrome respiratoria aguda grave (SARS), como o SARS-CoV
(DHAMA et al., 2020). Segundo o National Institutes of Health - NIH (2021), a infeccdo pelo
SARS-CoV-2 pode apresentar alta variacdo nas suas manifestagdes clinicas, sendo os casos
divididos em: assintomaticos; leves; moderados; graves; e criticos.

As particulas virais, ao serem inaladas pelo hospedeiro, percorrem pelo trato
respiratorio, onde estdo presentes as células do epitélio nasal e as células epiteliais bronquicas,
as quais apresentam grande expressdo da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2), a qual
age como receptor para o virus (DHAMA et al., 2020; HARRISON; LIN; WANG, 2020;
JACKSON et al., 2022). A proteina spike (S) do SARS-CoV-2 interage com a ECA2 e pode
introduzir seu genoma na célula através de dois possiveis mecanismos: entrada pela superficie
celular ou entrada mediada por endocitose (HARRISON; LIN; WANG, 2020; JACKSON et
al., 2022; PENG et al., 2021; V’KOVSKI et al., 2021).

Ao se encontrar no organismo hospedeiro, o0 virus é reconhecido a partir de receptores
de reconhecimento de padrdes (PRR), 0s quais podem estar presentes tanto na superficie da
membrana quanto de maneira intracelular, possibilitando a detec¢do antes ou depois da entrada
do virus na célula. Quando esses virus sdo reconhecidos pelos PRRs, ocorre a ativacdo de
fatores de regulagéo de interferon (IRF) e de fator nuclear kappa-B (NF-xB), os quais induzem
a producéo de diferentes tipos de interferons (IFN) (MATSUYAMA et al., 2020; SHAH et al.,
2020). Os interferons do tipo I (IFN-I) sdo moléculas produzidas por células infectadas pelo
virus e tem como funcéo alertar as células vizinhas sobre a presenca do virus para ativacao de
resposta antiviral. Esse sinal de alerta s ocorre pela presenca de receptores de IFN-1 (IFNAR)
funcionais na superficie de todas as células. Além disso, em infeccdo pelo virus influenza, IFN-

I conseguem limitar a lesdo decorrente de inflamacéo no tecido pulmonar através da inducéo
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de interleucina 10 (IL-10) e conseguem regular a expressao de ECA2, em células epiteliais das
vias aéreas e em células endoteliais (MATSUYAMA et al., 2020; SOLIMANI; MEIER;
GHORESCHI, 2021).

Diversas outras doencas infecciosas, como a sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS), ja foram associadas a uma maior susceptibilidade ou resisténcia por conta da presenca
de variantes génicas no hospedeiro, muitas vezes resultantes de polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs), cujo resultado pode ser a perda ou ndo da funcéo proteica atraves da alteracdo de
um Unico par de bases (ELHABYAN et al., 2020; MURRAY et al., 2020; OZTURK;
TASOVA; AYAZ, 2020). Tendo em vista que a COVID-19 pode se manifestar nos pacientes
de diferentes formas, questiona-se a importancia das variagdes genéticas do hospedeiro no
desenvolvimento e progressdo da doenca. Portanto, variantes presentes em genes participantes
de vias importantes no ciclo viral ou na resposta imune do hospedeiro contra o virus podem
interferir na instalagdo e na manifestagdo da doenca (BECK; AKSENTIEVICH, 2020;
ELHABYAN et al., 2020; MURRAY et al., 2020; OVSYANNIKOVA et al., 2020; OZTURK;
TASOVA; AYAZ, 2020).

A variabilidade genética na populacdo pode ser estudada a partir de estudos de
associacdo ampla do genoma (GWAS), os quais podem ajudar na compreensdo da
patofisiologia do SARS-CoV-2, assim como na compreensdo de susceptibilidade genética a
infeccdes, a partir da identificacdo de locus génicos e de polimorfismos alélicos determinantes
dessas caracteristicas (DEHGHAN, 2018; OVSYANNIKOVA et al., 2020). Além disso, Beck
e Aksentijevich (2020) observaram em estudos denominados de baixa escala pelos autores que
a via do IFN-I pode ser considerada protetora contra 0 SARS-CoV-2, incluindo genes
relacionados ao funcionamento dessa via como potencialmente promissores na determinacéo
de marcadores genéticos de protecdo contra o virus. Dessa forma, o presente estudo teve como
objetivo analisar as caracteristicas sociodemograficas, clinicas, como o0s sintomas e as
comorbidades, e genéticas apresentadas por pacientes diagnosticados com COVID-19, sendo
esses divididos de acordo com a gravidade da doenca (leve/moderado e grave) e de acordo com
o desfecho clinico dos pacientes internados em UTI (alta e 6bito), focando na pesquisa e na
influéncia dos polimorfismos rs2250226, rs2236757, rs2252650, rs2284551 no gene IFNAR2.
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2A RELA(;AO ENTRE COVID-19 E AVIA DO INTERFERON DO TIPO I —
REVISAO DE LITERATURA
2.1 SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2, pertencente a ordem Nidovirales e a familia Coronaviridae, faz parte
da subfamilia Orthocoronavirinae, a qual se ramifica em quatro géneros: Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Gammacoronavirus e Deltacoronavirus. As espécies que causam doenga no
ser humano se encontram nos géneros Alphacoronavirus e Betacoronavirus, 0s quais se
originaram de morcegos (DHAMA et al., 2020; SHAH et al., 2020). O SARS-CoV-2 possuli
um genoma de RNA de fita simples, de sentido positivo e ndo-segmentado, apresentando por
volta de 30 kb (DHAMA et al., 2020; KAUR; GUPTA, 2020; SHAH et al., 2020). Esse virus
é classificado como um Betacoronavirus devido a sua classificacdo molecular, porém foi
observada uma conservacao menor que 90% na origem de leitura 1a/b (ORFl1a/b) em relacédo a
outros virus desse género, considerando-o um novo coronavirus. Analises filogenéticas
demonstraram uma proximidade desse virus aos coronavirus relacionados & SARS (SARS-
related CoVs), apesar de apresentar uma maior similaridade aos SARS-related CoVs de
morcegos que ao SARS-CoV, que infecta humanos (DHAMA et al., 2020; SHAH et al., 2020).

O genoma do SARS-CoV-2 ¢ capaz de produzir proteinas estruturais e nao estruturais,
sendo menos de um terco do genoma responsavel pela producdo das proteinas estruturais. Essas
sdo, portanto, denominadas: proteina de membrana (M); proteina do nucleocapsideo (N);
proteina do envelope (E); e proteina spike (S) (DHAMA et al., 2020; FUNK; LAFERRIERE;
ARDAKANI, 2020; KAUR; GUPTA, 2020; SARIOL; PERLMAN, 2020; SHAH et al., 2020).
A proteina M é mais abundante na particula viral e da forma ao envelope viral, agindo como
organizador central para a montagem do virus (DHAMA et al., 2020; KAUR; GUPTA, 2020).
A proteina N apresenta diversas fungdes, como: participacdo na formacdo do complexo com o
genoma viral; facilita a interacdo da proteina M para montagem do virion; e aumenta a
eficiéncia transcricional do virus (DHAMA et al., 2020; KAUR; GUPTA, 2020). A proteina E
tem relagdo com a patogénese, a montagem e a liberagdo do virus, sendo sua auséncia ou
inativacao relacionada a mudancas na morfologia viral e no tropismo celular, resultando em
alteracdo de viruléncia (DHAMA et al., 2020; KAUR; GUPTA, 2020). J4 a proteina S,
categorizada como proteina transmembrana, é responsavel pela entrada das particulas virais nas
células do hospedeiro, assim como pela sua caracteristica visual de coroa (DHAMA et al., 2020;
FUNK; LAFERRIERE; ARDAKANI, 2020; KAUR; GUPTA, 2020; SHAH et al., 2020). As

proteinas estruturais e suas fungdes estdo ilustradas na Figura 1.
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Figura 1 — Proteinas estruturais do SARS-CoV-2 e suas fungdes.
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Fonte: DHAMA (2020, p. 7) — modificado.

2.1.1 A proteina spike (S)

Muito estudada devido ao seu grande potencial imunogénico, como alvo para
desenvolvimento das vacinas contra o virus, e devido a sua grande importancia no ciclo viral,
a proteina S é uma glicoproteina pertencente a classe | de proteinas de fusdo viral,
compartilhando semelhancas estruturais e conformacionais a hemaglutinina, presente no virus
influenza (ALMEHDI et al., 2021; BALKHI, 2021; DHAMA et al., 2020; JACKSON et al.,
2022; KAUR; GUPTA, 2020; PENG et al., 2021; SHAH et al., 2020). Essa proteina esta
presente como um homotrimero, sendo constituida de trés porc@es idénticas, o qual apresenta
por volta de 1273 a 1300 aminoacidos (ALMEHDI et al., 2021; JACKSON et al., 2022).

Para que essa glicoproteina seja funcional, sdo necessarios dois processos de clivagem,
portanto, quando o virus € montado na célula do hospedeiro, essa proteina é encontrada em seu
estado imaturo (S0), necessitando passar por um processo de maturacdo atraves da acao de
furinas ou de pro-proteinas convertases semelhantes a furina, proteases presentes no organismo
hospedeiro (JACKSON et al., 2022; PENG et al., 2021). Essas enzimas do hospedeiro clivam
a proteina S no sitio de clivagem para furinas, conhecido como S1/S2, separando-a em duas
subunidades com diferentes fungdes para garantir a entrada do virus na célula do hospedeiro: a
subunidade 1 (S1), composta por um dominio N-terminal (NTD) e pelo dominio de ligagdo ao
receptor (RBD); e a subunidade 2 (S2), composta pelo peptideo de fusdo (FP), duas repeticdes
heptadas (HR1 e HR2), um domino transmembrana e uma cauda citoplasmatica (ALMEHDI et
al., 2021; JACKSON et al., 2022; PENG et al., 2021). Dessa forma, a S1 possui a funcéo de
ligacdo ao receptor presente na célula do hospedeiro, j& que contém o RBD, enquanto a S2 é

responsavel pela formagdo do poro para fusdo membranar entre o envelope viral e a membrana
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celular. Apesar de separadas pela clivagem do sitio S1/S2, as duas subunidades proteicas
continuam associadas de maneira ndo covalente (ALMEHDI et al., 2021; JACKSON et al.,
2022; PENG et al., 2021). A proteina S do virus esta ilustrada mais detalhadamente na Figura

2.

Figura 2 — Subunidades contidas na proteina spike, assim como sua organizacdo de dominios.
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Fonte: ALMEHDI et al. (2021, p. 2) — modificado.

2.2 Ciclo de replicacéo viral

As particulas virais, ao serem inaladas pelo hospedeiro, percorrem pelo trato
respiratorio, onde estdo presentes as células do epitélio nasal e as células epiteliais brénquicas,
as quais apresentam grande expressdo da ECA2 (DHAMA et al., 2020; HARRISON; LIN;
WANG, 2020; JACKSON et al., 2022). Ao encontrar a ECA2, a por¢do S1 da glicoproteina S
sofre mudancas conformacionais para atingir um estado energético estavel, obtendo energia o
suficiente para evitar o afastamento natural da célula do hospedeiro, 0 que garante a interacao
entre a proteina viral e o receptor (JACKSON et al., 2022). Apds interagir com o receptor, 0

material genético viral pode ser introduzido na célula através de dois possiveis mecanismos: 1)
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entrada pela superficie celular; ou 2) entrada mediada por endocitose (Figura 3) (HARRISON;
LIN; WANG, 2020; JACKSON et al., 2022; PENG et al., 2021; V’KOVSKI et al., 2021).

Figura 3 — Mecanismos de entrada celular do SARS-CoV-2.
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Fonte: JACKSON (2020, p. 11) — modificado.

Para que a entrada pela superficie celular seja possivel, € necessario que a célula do
hospedeiro tenha expressa em sua superficie a enzima serinoprotease transmembrana Il humana
(TMPRSS2) (ALMEHDI et al., 2021; JACKSON et al., 2022; PENG et al., 2021). Essa enzima
se faz necessaria pois, ao interagir com o receptor, S1 se desassocia da S2, expondo o sitio de
clivagem S2’ presente nessa subunidade, caracterizando o processo de entrada do virus como
dependente de protease, uma vez que € necessaria a acao de uma enzima proteolitica presente
no hospedeiro para clivagem desse sitio e ativacdo da por¢do S2 (ALMEHDI et al., 2021,
JACKSON et al., 2022; PENG et al., 2021). Portanto, a TMPRSS?2 cliva o sito S2°, expondo o
FP e desencadeando alteragdes conformacionais nas HR1 e HR2. A partir dessas alteracGes em
HR1 e HR2, o FP é aproximado da membrana celular, unindo-a ao envelope viral para
introdugdo do material genético do virus no citoplasma da célula (JACKSON et al., 2022;
PENG et al., 2021).
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Caso o virus ndo detecte a presenca de TMPRSS2 apds se ligar ao seu receptor, o
complexo ECA2-virus é internalizado via endocitose mediada por clatrina. O endolisossomo é
caracterizado por um ambiente acido, necessario para acdo das catepsinas, as quais realizam
funcdo semelhante a TMPRSS2, clivando o sitio S2’ para exposi¢do do FP e consequente fusao
entre a membrana do endossomo e o envelope viral para que o genoma viral seja introduzido
no citoplasma celular (JACKSON et al., 2022; PENG et al., 2021).

Ao alcancar o citoplasma celular, o genoma viral € traduzido utilizando a maquinaria
molecular do hospedeiro, resultando na producéao das proteinas da replicase, responsaveis pela
constru¢ao do complexo de replicacao viral (HARRISON; LIN; WANG, 2020; V’KOVSKI et
al., 2021). Esse complexo é originado a partir de membranas provenientes do reticulo
endoplasmatico e protege os acidos nucleicos virais de moléculas do sistema imune
(HARRISON; LIN; WANG, 2020; JACKSON et al., 2022; PENG et al., 2021; V’KOVSKI et
al., 2021). Enquanto isso, 0 genoma viral, de sentido positivo, é transcrito em um RNA de fita
simples de sentido negativo a fim de servir como molde para a replicacdo do material genético
viral. Durante esse processo, pode ocorrer a formacéo de fitas menores de RNA, chamadas de
RNA subgenémico. Algumas das novas fitas de RNA de sentido positivo serdo utilizadas para
a montagem dos virions e algumas serdo utilizadas para a producdo das proteinas virais
(HARRISON; LIN; WANG, 2020; V’KOVSKI et al., 2021).

Apos a formacdo dos complexos de replicacéo, as fitas de RNA virais sdo transportadas
para esses complexos, onde € continuado o processo de replicacdo viral. A traducdo dos RNAs
mensageiros (RNAm) subgenémicos ocorre nos ribossomos presentes no reticulo
endoplasmatico, pois essas fitas sdo responsaveis pela producdo das proteinas estruturais do
virus, geralmente encontradas na membrana viral (HARRISON; LIN; WANG, 2020;
V’KOVSKI et al., 2021). A construcdo do virion se d& a partir da inser¢do das proteinas
estruturais no compartimento intermediario de Golgi do reticulo endoplasmaético, com excecédo
da proteina N, a qual envolve o genoma viral. Como foi dito anteriormente, apds biossintese da
proteina S € necessario um processo de maturacdo dessa proteina, separando-a em S1 e S2
(HARRISON; LIN; WANG, 2020; JACKSON et al., 2022; PENG et al., 2021; V’KOVSKI et
al., 2021). Por meio do transporte de novos RNA genémicos as membranas que contém as
proteinas estruturais virais, sdo produzidos novos virions envoltos por uma vesicula, a qual
participa na saida do virus por exocitose. Imagina-se que o0 SARS-CoV-2 também pode sair da
célula por meio de lisossomos (V’KOVSKI et al., 2021).
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Estudos anteriores utilizando modelagem computacional e medicbes biofisicas
detectaram uma ligacdo de maior afinidade da proteina S do SARS-CoV-2, em relacdo a
proteina S do SARS-CoV, a ECA2 (ALMEHDI et al., 2021; OZTURK; TASOVA; AYAZ,
2020; PENG et al., 2021; TAY et al., 2020). Existem hipo6teses de que essa maior afinidade
poderia conferir ao novo virus uma maior facilidade de infeccéo em relagdo ao de 2002, porém
alguns estudos mostram que a eficiéncia de ligacdo entre o trimero da proteina S do SARS-
CoV-2 é menor do que a eficiéncia de ligacdo entre o trimero da proteina S do SARS-CoV, a
ECA2 (JACKSON et al., 2022).

A ECAZ2 ¢ considerada um receptor obrigatorio para a entrada desse virus na célula do
hospedeiro, fazendo com que o virus seja atraido pelas células que o expressam (JACKSON et
al., 2022). Apesar disso, ja foram relatados outros receptores, como a neuropilina 1 (NRP1) e
0 transportador de aminoacidos dependente de sddio (BOAT1), que quando presentes podem
intensificar a entrada celular do virus, podendo até compensar uma baixa expressdo de ECA2
na célula alvo. NRP1 esta expresso em células do epitélio olfatdrio e respiratério, enquanto
BOAT1 estad expresso no trato gastrointestinal e nos rins, mas nao nos pulmdes (JACKSON et
al., 2022; PENG et al., 2021; ZHANG; WANG; CHENG, 2022). Além disso, outras regifes
apresentam maior expressao da ECA2, como o intestino delgado, os testiculos, os rins, o tecido
muscular do coracdo, o célon e a glandula tiredide, ainda que a via respiratéria seja a mais
dominante em infeccBes causadas pelo SARS-CoV-2. (JACKSON et al., 2022). Ja foram
observadas complicacdes gastrointestinais e renais em decorréncia da infeccdo causada pelo
virus e até mesmo a infeccdo de tecido cardiaco pelo virus, em autopsias, possivelmente
explicadas por essa grande presenca do receptor nas células constituintes desses tecidos
(BALKHI, 2021; JACKSON et al., 2022).

2.3 Espectros clinicos da COVID-19

A COVID-19 pode se apresentar de diversas maneiras dependendo das caracteristicas
do individuo infectado e da sua resposta imune contra o virus. Os sintomas comuns associados
a essa doenca sdo: febre; tosse; congestdo nasal; dor de cabeca; mialgia; cansago e dispneia
(BOBAN, 2021; CARFI; BERNABEI; LANDI, 2020; DHAMA et al., 2020; FUNK;
LAFERRIERE; ARDAKANI, 2020; KAUR; GUPTA, 2020; OZTURK; TASOVA; AYAZ,
2020; SHAH et al., 2020). Apesar disso, sintomas como anosmia, disgeusia, perda de apetite,

desconforto intestinal, diarreia, dor articular, tontura ou desmaios e calafrios também podem



25

ocorrer devido a essa doenca (BOBAN, 2021; FUNK; LAFERRIERE; ARDAKANI, 2020;
OZTURK; TASOVA; AYAZ, 2020; TAY et al., 2020).

O NIH caracteriza o espectro clinico da infec¢do causada pelo SARS-CoV-2 a partir da
divisdo em doenca assintomatica, doenca leve, doenca moderada, doenca grave e doenca critica.
A porcentagem de progressdo da doenca assintomatica para doenca clinica é incerta, pois a
permanéncia assintomatica do paciente é varidvel e indefinida durante o seguimento da
infeccdo. Apesar disso, alguns pacientes podem apresentar achados radiograficos consistentes
com pneumonia decorrente de COVID-19 mesmo quando assintomaticos (NATIONAL
INSTITUTES OF HEALTH, 2021).

Ja a forma leve da doenca se apresenta por meio de sintomas inespecificos, como febre,
tosse, cansaco e dor de cabeca, que podem ser administrados em ambiente ambulatorial ou na
prépria residéncia, sem a necessidade de avaliacéo laboratorial ou por imagem. Como pacientes
idosos e pacientes que apresentam comorbidades exibem maior risco de progressao da doenca,
eles devem ser mantidos em observacdo médica até a completa recuperacao. A forma moderada
da doenca ¢ determinada a partir da diminui¢do da saturacdo de oxigénio (SpO2 >94%) e pela
evidéncia, em avaliacdo clinica ou por imagem, da doenca no trato respiratorio inferior. Esses
pacientes devem ser monitorados e acompanhados diariamente devido ao risco de progressdo
rapida da doenca, tendo cuidado com sepse e infeccBes oportunistas (NATIONAL
INSTITUTES OF HEALTH, 2021).

A doenca comeca a ser definida como grave com base na diminui¢do da saturacdo de
oxigénio (SpO2 <94%), da relacdo entre a pressdo arterial de oxigénio e a fracdo inspirada de
oxigénio (PaO2/FiO2 <300 mmHg), do aumento da taxa de respiragéo (>30 respiragdes/min)
ou taxa de infiltracdo pulmonar >50%. Pacientes com COVID-19 grave podem passar por
deterioracdo clinica rapida, sendo necessario uso imediato de terapia de oxigénio e reavaliaces
diarias para ndo ocorrer sepse ou infeccGes oportunistas. Por fim, a doenca critica pode se
manifestar através da sindrome do desconforto respiratério agudo (ARDS), choque séptico,
disfungéo cardiaca, resposta inflamatoria exacerbada e piora das comorbidades apresentadas
pelo paciente. Além disso, o paciente com doenca critica ainda pode apresentar acometimento
em outros 6rgdos, no sistema nervoso central e na circulacdo (NATIONAL INSTITUTES OF
HEALTH, 2021). Os critérios para caracterizacdo do espectro clinico de COVID-19, descritos
pelo NIH, estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Espectros clinicos da COVID-19, segundo as diretrizes do NIH.

Gravidade da Doenca

Sintomas

Observacdes

Assintomatico ou Pré-sintomatico

Doenca leve

Doenga Moderada

Doenca Grave

Doenga Critica

Fonte: NIH (2021).

Sem sintomas consistentes com
COVID-19.

Febre, tosse, garganta seca,
cansaco, dor de cabeca, mialgia,
nausea, vomito, diarréia, anosmia e

ageusia.

Saturacdo de oxigénio reduzida
(SpO2 > 94%) em ar ambiente ao
nivel do mar. Pode demonstrar
dificuldade respiratdria ou
dispneia.

SpO2 < 94% em ar ambiente ao
nivel do mar, PaO,/FiO; < 300
mmHg, taxa de respiragdo > 30
respira¢cBes/min. ou taxa de

infiltracdo pulmonar > 50%.

Insuficiéncia respiratoria, choque
séptico e/ou disfuncdo multipla de

orgédos.

Testes virologicos positivos
(pesquisa de antigeno ou testes
moleculares).

Néo ¢ indicado testes de imagem
nem avaliagdes laboratoriais
especificas em pacientes
aparentemente saudaveis.
Pacientes com comorbidades
apresentam maior risco e devem
ser monitorados diariamente até

recuperacéo.

Evidéncia de infeccdo do trato
respiratorio inferior através de

exames de imagem.

Pacientes podem apresentar rapida
deterioracdo clinica. Administracao
imediata de oxigenoterapia atraves
de cénula nasal ou de dispositivo
de alto fluxo de oxigénio.
Pacientes podem apresentar
doengas cardiacas, hepaticas,
renais, trombdticas ou do Sistema
nervoso central em adi¢do a doenca

pulmonar.

Mesmo ap0s recuperacdo da COVID-19 ja foram observados pacientes que exibem a
persisténcia de alguns sintomas da doenga (RIO; COLLINS; MALANI, 2020). A persisténcia

dos sintomas por mais de 3 semanas apos inicio dos sintomas é determinada de COVID-19 pos-

aguda, sendo essa considerada doenca cronica quando permanece até mais de 12 semanas.

Foram reportados comumente cansaco, dispneia, dor articular e dor tordcica como sintomas
persistentes dessa doenca (AMENTA et al., 2020; R1O; COLLINS; MALANI, 2020). Também
ja foram descritos outros sintomas como disfuncdo de oOrgdos especificos, incluindo
principalmente o coragdo, o pulmdo e o cérebro (RIO; COLLINS; MALANI, 2020; WANG;



27

KREAM; STEFANO, 2020). Mais estudos ainda sdo necessarios para realmente entender o
impacto a longo termo dessa doenga, ja que ainda € uma doenga recente e mais casos poderdo
ser avaliados apds recuperacdo da doenca. Para isso € de suma importancia o contato com
pacientes gque apresentaram a doenca para verificar a presenca de sintomas persistentes ou
sequelas (WANG; KREAM; STEFANO, 2020).

2.4 Epidemiologia
2.4.1 Contexto histdrico

Como mencionado anteriormente, no fim de 2019 surgiu uma nova doencga viral em
Wuhan, na China, sendo que ja no inicio no ano de 2020, a OMS declarou um estado de
pandemia devido a essa doenca. Nas duas Ultimas décadas, ja houve outras doencas virais,
causadas por coronavirus, gue se originaram no Oriente e tiveram um impacto local suficiente
para a ocorréncia de uma epidemia. Dentre essas podemos destacar a SARS, originada na China
em 2002, e a sindrome respiratoria do oriente médio (MERS), originada na Aréabia Saudita em
2012 (BOBAN, 2021; DHAMA et al., 2020; OVSYANNIKOVA et al., 2020; SARIOL;
PERLMAN, 2020; SHAH et al., 2020). A COVID-19 conseguiu ter um maior alcance devido
a sua maior capacidade de transmissdo, possibilidade de transmissdo assintomatica e pela sua
longa janela de infecgdo antes da apresentacao dos sintomas (AZKUR et al., 2020; DHAMA et
al., 2020). Apesar disso, comparado a essas outras doengas, a COVID-19 apresenta um menor
indice de letalidade, de ~2%, enquanto a SARS e a MERS tiveram ~10% e ~34%,
respectivamente (BOBAN, 2021; OVSYANNIKOVA et al., 2020; SARIOL; PERLMAN,
2020).

De acordo com diversos estudos, a forma grave da doenga acomete mais pessoas do
sexo masculino, de tipo sanguineo A, idosas e que apresentam comorbidades (BOBAN, 2021;
DHAMA etal., 2020; FUNK; LAFERRIERE; ARDAKANI, 2020; NATIONAL INSTITUTES
OF HEALTH, 2021; OVSYANNIKOVA et al., 2020). Dentre as comorbidades mais comuns
em pacientes com COVID-19 grave estdo: hipertensdo, obesidade, diabetes, desordens do
metabolismo de lipideos, aterosclerose coronéria e outras doencas cardiacas (KOMPANIYETS
et al., 2021; OVSYANNIKOVA et al., 2020). Outras comorbidades encontradas em pacientes
graves foram doenca arterial coronariana, doenca pulmonar obstrutiva crbnica e cancer
(BOBAN, 2021). Alem disso, a presenca de algumas comorbidades, como doencas
cardiovasculares, diabetes, doenca pulmonar crénica, hipertensdo, cancer, ansiedade e

transtornos relacionados ao medo, doenga renal crénica e transtornos neurocognitivos, podem
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estar ligadas com uma maior taxa de letalidade (KOMPANIYETS et al., 2021; OZTURK;
TASOVA; AYAZ, 2020). Segundo Oztiirk, Tasova e Ayaz (2020), pacientes criticos possuem
uma alta taxa de letalidade, aproximando-se a 49% em geral, e pacientes sem comorbidades
apresentam uma baixa taxa de letalidade, proxima de 0.9%.

Em estudo prévio foi reportado que alguns fatores de risco de pacientes com pneumonia
causada por COVID-19 podem contribuir para a progresséo em ARDS ou morte. Idade
avancada, presenca de comorbidades, febre alta, neutrofilia, linfopenia, elevada proteina c-
reativa de alta sensibilidade e indicadores de coagulacdo, como tempo de protrombina e D-
dimero, foram associados com maior risco de desenvolvimento de ARDS (AZKUR et al.,
2020).

2.4.2 COVID-19 no Brasil

Segundo dados do Painel Nacional de COVID-19, emitido pelo Conselho Nacional de
Secretarios de Satude (CONASS), por meio do seu Centro de Informagfes Estratégicas para a
Gestao Estadual do SUS (CIEGES), até o dia 10 de marco de 2023 o Brasil possuia mais de 37
milhGes de casos confirmados da doenca e mais de 699 mil 6bitos confirmados, resultando em
uma taxa de letalidade de 1,9%. Podemos observar que a partir desses dados, desde a chegada
da COVID-19 no pais, sdo observados alguns picos de casos, destacando-se a 12% semana do
ano de 2021 (21/03 a 27/03), a qual registrou-se mais 539 mil casos, e as 8 primeiras semanas
do ano de 2022 (02/01 a 26/02), periodo em que foram documentados mais de 6 milhdes e 450
mil casos. Dentro dessas primeiras semanas de 2022, as semanas 4 (23/01 a 29/01) e 5 (30/01
a 05/02) se sobressairam, ja que em cada uma dessas registraram-se mais de 1 milhdo de casos,
sendo de longe as semanas em que mais casos foram identificados durante todo o periodo de
pandemia (CONASS, 2022a). Segundo Menezes et al. (2022) a onda de casos do inicio do ano
de 2022 coincidiu com a circula¢do de uma nova variante do virus no pais, chamada omicron.
Essa maior ocorréncia de casos coincidente com a circulagdo dessa variante pode estar ligado
ao maior potencial de transmisséo, em relagdo as variantes virais anteriores, sendo esse
estimado em 3 a 6 vezes maior que a variante delta, caracterizando-a como a variante com maior
potencial de transmissdo identificada até entdo (WOLF et al., 2023). Esses dados podem ser

observados na Figura 4 a seguir.
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Figura 4 — NUmero de casos informados de COVID-19 por semana epidemioldgica.

300.000

Fonte: CONASS (2022a).

Em relagdo ao numero de dbitos, desde a chegada da doenca, o pais apresenta um pico
semelhante no ano de 2021, estando localizado na 142 semana (21.141 6bitos), bem préximo ao
pico de casos na 122 semana mencionado anteriormente. Segundo Menezes et al. (2022) o
aumento no nimero de ébitos no primeiro semestre de 2021 esta associada ao aparecimento da
variante gamma, a qual possui mutagdes impactantes na transmisséo, escape do sistema imune
e viruléncia, no pais. Apesar disso, ndo se foi demonstrado que essa variante aumenta o risco
de gravidade da doenca, sendo observado um maior nimero de hospitalizacdes na Europa, mas
ndo de mortes, como no Brasil. Sendo assim, é proposto que esse aumento no nimero de 6bitos
no Brasil esteja associado a limitacfes socioecondmicas e de saude publica (WOLF et al.,
2023). As primeiras semanas do ano de 2022, porém, demonstraram um comportamento
diferente, sendo documentados um total de 24.775 ébitos no mesmo intervalo de tempo, em
que se notificou mais de 6 milhdes e 450 mil casos. Esses nimeros se contrastam quando
comparamos 0s picos de casos (2021 — 539.903; 2022 — 1.305.447) e os picos de Obitos (2021
- 21.141; 2022 — 6.246) (CONASS, 2022a). A diferenca entre esses periodos pode estar
relacionada ao menor potencial de gravidade da variante omicron, circulante durante esse
periodo, quanto ao nimero de pessoas vacinadas (71,8% da populacdo parcialmente vacinada,
com pelo menos uma dose, e 22% completamente vacinada), ja que as vacinas contra 0 SARS-
CoV-2 podem reduzir o risco de gravidade da doenca causada por esse virus (GIOVANETTI
et al., 2022; MENEZES et al., 2022; WOLF et al., 2023). Os dados sobre o nimero de 6bitos

estdo ilustrados na Figura 5 a seguir.
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Figura 5 — NUmero de ébitos por COVID-19 informados por semana epidemioldgica.
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Fonte: CONASS (20223).

Observando os estados brasileiros individualmente, S&o Paulo, Minas Gerais e Rio
Grande do Sul obtiveram os trés maiores numeros de casos totais até marco de 2023,
apresentando respectivamente: 6.469.442; 4.189.760; 2.962.414 casos. Os estados de S&o Paulo
e Minas Gerais também se incluiram entre os estados com maiores nimeros de 6bitos, sendo o
primeiro e o terceiro, respectivamente. Segundo Giovanetti et al. (2022) a regido sudeste, a qual
contém a maior densidade populacional do pais, apresentou o maior nimero de casos até
setembro de 2021, sendo liderada pelo estado de Sdo Paulo. Apesar disso, a regido centro-oeste,
regido menos populosa do pais, possuiu a maior incidéncia. Apesar do estado do Rio de Janeiro
ser 0 quinto estado com mais casos notificados de COVID-19, com 2.754.359 casos totais, ele
apresenta o segundo maior nimero de obitos confirmados (76.852), superando estados onde
foram notificados mais casos, como Minas Gerais, Parana e Rio Grande do Sul, como pode ser
observado na Tabela 2 abaixo (CONASS, 2022a).

Tabela 2 — Estados brasileiros com maior nimero de casos e de Obitos totais até marco de 2023.

ESTADO N° DE CASOS ESTADO N° DE OBITOS
1° Séo Paulo 6.469.442 1° Séo Paulo 179.039
2° Minas Gerais 4.189.760 2° Rio de Janeiro 76.852
3° Rio Grande do Sul 2.962.414 3° Minas Gerais 65.507
4° Parand 2.920.177 4° Parand 46.022
5° Rio de Janeiro 2.754.359 5° Rio Grande do Sul 41.921
Total - Brasil 34.850.373 Total - Brasil 699.310

Fonte: CONASS (2022a).
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2.4.3 COVID-19 no Ceara

Individualmente, o estado do Ceard possui mais de 1 milhdo e 450 mil casos totais
confirmados e mais de 28 mil obitos confirmados devido a COVID-19 até marco de 2023,
resultando na mesma taxa de letalidade de 1,9%. Sendo assim, entre os estados brasileiros, o
Ceara apresenta 0 9° maior nimero de casos e o 7° maior nimero de 6bitos confirmados por
essa doenca. De maneira similar ao observado no pais, o Ceara apresentou picos de casos em
mar¢o de 2021 e em janeiro de 2022, com a adicdo de mais um pico em julho de 2022, onde
foram registrados 35.783, 100.719 e 58.562 casos da doenca, respectivamente (CONASS,
2022a) (Figura 6). Segundo Giovanetti et al. (2022) os casos da doenga no comeco do ano de
2021 foram decorrentes das variantes zeta, durante 0 més de janeiro e fevereiro, e gamma, em
marc¢o, portanto, o pico de casos ocorrido no més de marco desse ano pode ser devido a
circulacdo da nova variante, gamma, no estado devido ao seu maior potencial de transmisséo,
assim como foi mencionado em relacdo ao pais de maneira geral. A variante zeta, assim como
a gamma, possui algumas mutacgdes responsaveis pela melhor capacidade de evasdo do sistema
imune e maior potencial de transmissdo, em relacdo as variantes virais anteriores (GHOSH,;
NANDI; SAHA, 2022).

Figura 6 — Nimero de casos de COVID-19 registrados no Ceara entre 2020 e 2023.
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Fonte: CONASS (2022a).

Em relacdo aos picos de dbito, destacam-se principalmente os picos ocorridos em maio
de 2020, em marco de 2021 e um menor em fevereiro de 2022, onde foram notificados 1.009,
1.093 e 366 Obitos devido a essa doenca, respectivamente (Figura 7). Novamente, se observa o

grande nimero de casos no inicio de 2022, apesar do baixo numero de ébitos, enquanto em
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maio de 2020 registrou 15.354 casos e 1.009 6bitos e em margo de 2021 100.719 casos e 1.093
obitos foram notificados (CONASS, 2022a).

Figura 7 — NUmero de 6bitos por COVID-19 registrados no Ceara entre 2020 e 2023.

1.000

Fonte: CONASS (2022a).

Entre as regides do Ceard, a cidade de Fortaleza se destaca pelo elevado numero de
casos totais (426.090), numero de 6bitos (11.812) e alta taxa de letalidade (2,8%) até novembro
de 2022, sendo seguida por Sobral em numero de casos (112.918) e Caucaia em numero de
Obitos (1.897) e taxa de letalidade (2,6%) (CONASS, 2022b).

2.5 Resposta imune inata ao virus

Uma vez que o virus entra em uma célula do hospedeiro ele é reconhecido por PRRs.
Esses receptores conseguem identificar padrdes moleculares associados a patdégenos (PAMPS)
ou a danos (DAMPs). A ativagdo intracelular do sistema imune inato pode ocorrer
principalmente por meio de 3 familias dentre esses receptores: os receptores Toll-like (TLR);
os receptores RIG-I-like (RLR); ou os receptores NOD-like (NLR) (CARTER-TIMOFTE et
al., 2020; RAMASAMY; SUBBIAN, 2021; SCHREIBER, 2020). Devido as suas
caracteristicas, 0 SARS-CoV-2 pode ser reconhecido pelos receptores TLR-3, TLR-7, TLR-8,
RIG-1 e MDAD5, ativando consequentemente a producdo de IFN-1 por meio da fosforilacdo dos
fatores de regulacdo de interferon (IRF3/IRF7) (BALKHI, 2021; CARTER-TIMOFTE et al.,
2020; RAMASAMY; SUBBIAN, 2021). A primeira linha de defesa contra patégenos sdo as
células epiteliais, assim como as células do sistema imune inato, e portanto, expressam esses
receptores (BALKHI, 2021; RAMASAMY; SUBBIAN, 2021).
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A partir da liberacdo de IFN-1 por células infectadas, as células adjacentes sdo
sinalizadas da presenca de uma infecgdo viral e sdo estimuladas a expressarem proteinas de
atividade antiviral, como as oligoadenilato sintetases (OAS) 1 e 3 (MAZEWSKI et al., 2020;
SCHREIBER, 2020). Isso ocorre pela deteccdo da molécula de IFN-1 pelas células, por meio
do IFNAR em sua superficie. O IFNAR esté presente em todas as células e ao interagir com
IFN-I ocasiona a fosforilagdo cruzada por aproximacdo das suas proteinas sinalizadoras
associadas da familia Janus kinase (JAK1 e TYK2) (BAGHERI et al., 2021; MAZEWSKI et
al., 2020; SCHREIBER, 2020). Consequentemente, proteinas da familia de transdutores de
sinal e ativadores da transcricdo (STAT) sdo fosforilados e dissociados do receptor,
transportando-se para o nucleo da célula, onde atuam como fatores de transcri¢do para diversos
genes, como IFITM3, OAS1 e OAS3 (BAGHERI et al., 2021; MATSUYAMA et al., 2020;
MAZEWSKI et al., 2020; SCHREIBER, 2020).

2.5.1 Caracteristicas gerais dos IFN-I

IFN-I sdo moléculas altamente ativas que possuem trés principais fungdes: 1) ativar um
estado antiviral em células adjacentes, limitando a disseminacdo da infeccdo; 2) modular
respostas do sistema imune inato, incluindo funcbes de células natural killers (NK) e
apresentacdo de antigeno, enquanto restringe vias pré-inflamatdrias; 3) ativar o sistema imune
adaptativo para gerar respostas de células B e T antigeno especificas de alta afinidade
(SCHREIBER, 2020). Os IFNs-I constituem um grupo composto por 13 tipos de I[FNa de alta
homologia entre si e 01 tipo de IFN o, «, € ¢ p de menor homologia (DA SILVA et al., 2021;
MAZEWSKI et al., 2020; SCHREIBER, 2017, 2020). Os diferentes tipos de funcdes ativadas
pelos IFNs vao depender do seu subtipo e das células que véo detecta-los (SCHREIBER, 2017,
2020).

Os diferentes subtipos de IFNs possuem diferentes graus de afinidade de ligacdo ao seu
receptor, IFNAR, onde o IFN-B possui a ligagdo mais firme e o IFN-e possui a ligacdo mais
fraca (MAZEWSKI et al., 2020; SCHREIBER, 2020). Sugere-se que esses diferentes graus de
afinidade de ligagdo podem estar relacionados com a intensidade de sinalizagéo, resultando em
grande diferenca de atividade bioldgica, pois algumas respostas necessitam de uma maior
sinalizagdo por parte da molécula para serem geradas (SCHREIBER, 2017, 2020). Apesar
disso, ja foi observado que até fracas ligacfes de IFN-I sdo capazes de produzir uma resposta

antiviral celular, mesmo que em concentragdes muito baixas (SCHREIBER, 2020).
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Atividades antiproliferativas, por exemplo, parecem precisar de uma sinalizacdo mais
potente para serem ativadas, assim como processos de imunomodulagéo precisam de uma maior
concentracdo de IFN-I para serem ativadas (SCHREIBER, 2017, 2020). Sendo assim, a
ativacdo das funcdes mais comuns dos IFN-I, como a resposta antiviral, foi chamada de
“robust”, enquanto a ativagdo de fungdes mais complexas, como atividades antiproliferativas e
de imunomodulagéo, por IFN-I foi chamada de “tunable” (SCHREIBER, 2020). Apesar do
conhecimento de que todas as células tém acesso as fungdes “robust”, mas apenas alguns tipos
de células podem acessar as fungdes “tunable”, ainda ha muito a se descobrir sobre essas
funcgdes, fazendo-se necessario a realizacdo de mais estudos sobre o assunto (MAZEWSKI et
al., 2020).

2.5.2 Receptor de IFN-I (IFNAR)

O IFNAR ¢é constituido por duas subunidades transmembranares conhecidas como
IFNAR1 e IFNAR2 (AKTER et al., 2021; SCHREIBER, 2020). Além disso, este receptor
possui dois dominios, um extracelular (ECD), o qual se liga com IFN-1, e um intracelular (ICD),
no qual estdo ligadas as proteinas JAK e STAT (AKTER et al., 2021; SCHREIBER, 2020;
THOMAS et al., 2012). Enquanto o IFNAR2 possui as proteinas JAK1, STAT1, STAT2 e
talvez outras proteinas da familia STAT ligadas ao seu ICD, o IFNAR1 possui apenas a proteina
TYK2 (AKTER et al., 2021; SCHREIBER, 2020; THOMAS et al., 2012).

A subunidade IFNAR2 pode ser considerada a cadeia de alta afinidade, enquanto a
subunidade IFNAR1 pode ser considerada a cadeia de baixa afinidade. 1sso se da devido as
mudancas conformacionais necessarias para que acontecam as fosforilagdes cruzadas das
proteinas presentes no ICD. Sendo assim, a estrutura protéica da subunidade 1 é muito mais
otimizada para plasticidade, o que diminui a sua afinidade de ligacdo ao IFN-I, por conta de
perda energética associada as suas mudancas estruturais, enquanto a subunidade 2 ndo necessita
realizar essas mudancas conformacionais e por isso possui uma maior reserva energética para
a ligagdo a molécula de IFN-1 (SCHREIBER, 2020; THOMAS et al., 2012). Podemos

visualizar a ativacdo dessa via ilustrada na Figura 8.
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Figura 8 - Ativacédo da via do IFN-I pela infec¢do por SARS-CoV-2.
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O virus penetra nas células epiteliais alveolares do hospedeiro através da proteina de membrana ECA2 com auxilio
da proteina TMPRSS2, presentes na superficie celular. A membrana celular se funde com o envelope viral,
permitindo a entrada do material genético do virus (RNA de fita simples) por meio de endossomo. Os receptores
TLR3, TLR7 e TLR8 séo expressos no endossomo e podem detectar RNAs virais. Outros receptores, como RIG-
I e MDAD5, estdo localizados no citoplasma da célula e também podem detectar esses materiais genéticos caso
presentes. Apos a deteccdo do virus por meio desses receptores, a expresséo de fatores regulatores de interferon
(IRF3 e IRF7) é estimulada. Esses fatores, IRF3 e IRF7, atuam como fatores de transcri¢do para a producdo de
moléculas de interferon do tipo | (IFN-a e IFN-B) quando fosforilados, por meio da formagdo de homodimeros.
Essas moléculas, IFN-a e IFN-B, sdo detectadas por receptores de interferon do tipo I, o qual é composto por duas
subunidades (IFNAR1 e IFNAR2) que possuem proteinas de transducgdo de sinal (JAK e STAT) ligadas aos seus
dominios intracelulares (ICD). A subunidade 1, IFNARL, possui TYK2, pertencente a familia JAK, ligada ao seu
ICD, enquanto a subunidade 2, IFNAR2, possui JAK1 e STAT1 ligadas ao seu ICD. Quando as subunidades do
receptor interagem com as moléculas de IFN-1, essas proteinas de transducéo de sinal realizam fosforilagéo cruzada
para internalizacdo do receptor por meio da formagdo de endossomo. Em seguida, as proteinas STAT formam
homo ou heterodimeros, como na formagdo do complexo IRF9/STAT1/STAT2, os quais servem de fatores de
transcrigdo para genes estimulados por interferon (ISGs) que possuem diversas fungdes antivirais. (Figura criada
através do Biorender, adaptada de Schreiber 2020; Carter-Timofte et al., 2020)

2.5.3 Mecanismos de escape do virus

Os quadros clinicos graves que ocorrem na COVID-19 muitas vezes sdo consequéncia
de um sistema imune desbalanceado, assim como de respostas inflamatdrias exacerbadas. 1sso
ocorre devido a capacidade do virus de evadir alguns mecanismos imunes do hospedeiro, além
da modulacéo da producdo de moléculas sinalizadoras para ativar a resposta antiviral, como 0s
IFN-1 (ZHANG; WANG; CHENG, 2022). Dessa forma, foram descritas sete estratégias que o
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SARS-CoV-2 pode se utilizar para evadir a resposta imune do hospedeiro: 1) Camuflagem da
proteina S, mascarando seu epitopo; 2) Diminuigdo da expressdo de moléculas de MHC-I na
superficie celular; 3) Inibicdo da sintese de IFNs; 4) Inibicdo da apoptose de algumas células
infectadas a fim de potencializar a replicacdo viral; 5) Infeccdo via conexdo célula-célula
através de nanotubos citoplasmaticos; 6) Infeccdo via conexdo célula-célula através da
formacéo de sincicios, ou seja fusdes celulares, principalmente atingindo linfocitos, causando
linfopenia; e 7) Evasdo através de liberacdo celular via exossoma (RUBIO-CASILLAS;
REDWAN; UVERSKY, 2022).

Em geral, as estratégias utilizadas pelo virus tém o objetivo de evitar um estado celular
antiviral, seja direta ou indiretamente. Sendo assim, assume-se que o alvo do SARS-CoV-2 seja
prioritariamente a inducdo de IFNs e da sua cascata de sinalizacdo. Para isso, esse virus pode
evadir da deteccdo pelos PRRs através da mimetizacdo do seu genoma a um RNAm do
hospedeiro. Esse processo é realizado a partir da atividade de proteinas ndo estruturais (nsp),
como a nspl6 e anspl0, as quais metilam a porgdo 5’do material genético viral, quando agem
juntas (ZHANG; WANG; CHENG, 2022). Outra possibilidade é a inibicdo da cascata de
sinalizacdo, apo6s deteccdo pelos PRRs, impedindo a formacdo de fatores de transcricdo
necessarios para a producdo de IFNs, como os IRFs. Nessa atividade as proteinas estruturais
também podem ser atuantes, com destaque para as proteinas N e M, as quais podem interferir
na cascata de sinalizacdo do receptor RIG-1 (RUBIO-CASILLAS; REDWAN; UVERSKY,
2022; ZHANG; WANG; CHENG, 2022).

Assim como 0 SARS-CoV-2 pode escapar da detec¢do ou restringir a producdo de
moléculas pelos PRRs, ele também pode interferir na sinalizacdo apds interacdo entre a
molécula de IFN ao seu receptor. Isso se da de duas formas: pela inibi¢do da fosforilacdo das
proteinas transdutoras de sinais presentes no ICD das subunidades do receptor
(STAT1/STAT2); ou pela inibicdo do transporte dos fatores de transcricdo produzidos para o
nacleo da célula, impedindo a sua atuacdo na expressdo de proteinas com acdo antiviral
(ZHANG; WANG; CHENG, 2022).

Como o desenvolvimento de mecanismos de escape viral da resposta imune € necessario
apenas na presenca de pressdo imunoldgica pelo hospedeiro, imagina-se que as moléculas de
IFN-I possuam uma contribuicédo essencial na defesa contra infeccéo causada pelo SARS-CoV-
2, uma vez que houve o desenvolvimento de diversos mecanismos para a evasdo dessa via
(JACKSON et al., 2022; RUBIO-CASILLAS; REDWAN; UVERSKY, 2022).
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2.6 Genética do hospedeiro

Além dos mecanismos desenvolvidos pelos microrganismos para escape da resposta
imune a fim de favorecer a sua replicacdo e permanéncia no organismo hospedeiro, existem
fatores do hospedeiro que podem facilitar também a ocorréncia de infeccdo pelos
microrganismos (CASANOVA; ABEL, 2018; YILDIRIM et al., 2021). Com a realizagéo do
Projeto Genoma Humano em 2003 e desenvolvimento de técnicas avancadas de biologia
molecular, muitos estudos tém sido conduzidos para avaliar a relagdo dos genes e da
variabilidade genética com a ocorréncia de doencas (SMITH; FLODMAN, 2018).

Dessa forma, estudos ja demonstraram que a variabilidade genética entre individuos
pode se relacionar com a predisposi¢do ou resposta a infeccdo (CASANOVA; ABEL, 2018;
YILDIRIM et al., 2021). Entre essas, podemos citar a participacdo do gene codificante do
receptor de quimiocinas C-C tipo 5 (CCR5) na resisténcia contra o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), assim como a participagdo de variaces das moléculas do antigeno leucocitario
humano (HLA) na modulacédo da carga viral nas infecgdes pelo virus do Epstein-Barr (EBV),
pelo HIV e pelo virus da hepatite C (HCV) (DEBNATH; BANERJEE; BERK, 2020;
OZTURK; TASOVA; AYAZ, 2020; YILDIRIM et al., 2021).

2.6.1 Genética das populacGes e Polimorfismos genéticos

A descoberta de gene como fator hereditério veio com o estudo de ervilhas de jardim,
por Gregor Mendel, na década de 1860, devido ao seu interesse em entender o processo
hereditario de caracteristicas apresentadas nessa planta. Sendo assim, Mendel observou gue 0s
genes estavam presentes como um par e que cada gene possui duas formas diferentes, chamadas
alelos, as quais podem se misturar de maneira aleatéria por cruzamento. Além disso, a
combinacdo de alelos foi nomeada de genotipo e as diferentes apresentagfes de um mesmo
traco, como a variacdo da cor da semente da ervilha, foram nomeadas como fendtipo
(GRIFFITHS et al., 2013; PIERCE, 2013).

No inicio do seculo 20 comegaram a ser realizados estudos em populagdes inteiras de
organismos para o melhor entendimento sobre a sua varia¢do genética, dando origem ao termo
genética de populacdes (GRIFFITHS et al., 2013; PIERCE, 2013). Nesse contexto, uma
populacédo é definida como um conjunto de diferentes individuos pertencentes a uma mesma
espéecie. Ao serem desenvolvidas tecnologias baseadas em DNA, como 0 sequenciamento
gendmico, as diferencas entre as sequéncias genéticas dos individuos puderam ser observadas

através dos seus genomas, ja que as leis estabelecidas por Mendel ndo se mostraram
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representativas para o entendimento da transmissdo genética em populacdes naturais. Essas
diferengas encontradas nas sequéncias genéticas foram chamadas de polimorfismos
(GRIFFITHS et al., 2013).

Sendo assim, o estudo da relacdo de genes a tracos pode ser iniciado através da
identificacdo de locus polimoérfico na sequéncia de DNA de uma populacdo de organismos.
Primeiramente, locus nesse contexto é definido como uma localizagdo no genoma, a qual pode
conter um so ou varios nucleotideos (GRIFFITHS et al., 2013; PIERCE, 2013). A forma mais
simples de variacdo dentro de um locus € a diferenca de nucleotideo presente em um sitio de
nucleotideo Unico, denominando-se um polimorfismo de nucleotideo Gnico (SNP), responsavel
pelo desenvolvimento das variantes mais estudadas na populagdo humana (Figura 9)
(GRIFFITHS et al., 2013; OZTURK; TASOVA; AYAZ, 2020).

Figura 9 — Polimorfismos dentro de uma sequéncia genética.

Individuo 1 2 3 4 5 6 7 8 9101112131415161718192021222324252627 2829303132333435
1GGCATCGCGCCGTTACGTAGAGAGAGAGGTGAATC
2GGCAACGCGCCGTTACGTAGAGAGAGAGGTGAATC
SGGGATCGCGCCGTTACGTAGAGAGAGAGGTGAATC
4GCCATCGCTCCGTTACTTAGAGAG----GTTAGTC
5GCCATCGCTC ---TACTTAGAGAG -GTTAGTC
6GCCATCGCTC ~ TACTTAGAGAG----GTTAGTC
7TGCCATCGCTCCGTTACTTAGAGAG - - - CTTAGTC

Fonte: GRIFFITHS et al. (2013, p. 555) — modificado.

Sendo assim, os SNPs sdo os polimorfismos mais prevalentes na maioria dos genomas
e possuem geralmente dois alelos, podendo estar presentes em diversas regides génicas, ou seja,
em éxons, intros ou regides reguladoras (DEHGHAN, 2018; GRIFFITHS et al., 2013). Quando
presentes em regides codificantes, podem ser denominados como: 1) sindnimos, caso a
codificacdo de aminoacidos a partir do gene nao seja alterada, gerando uma proteina funcional,
mesmo com a diferenca de alelo; 2) ndo sinbnimos, caso a codificacdo de aminoacidos seja
alterada, gerando uma proteina alterada, devido a mudancga de alelo; e 3) sem sentido, caso haja
alteracdo, pela adigdo ou pela perda, da sinalizagdo de parada, gerando uma proteina nao
funcional, pela diferenca dos alelos (GRIFFITHS et al., 2013). Alguns desses polimorfismos
podem estar presentes fora de sequéncias codificantes, nomeando-os de SNPs silenciosos, 0s
quais também podem ser usados como marcadores de processos quando se estuda a genética de
uma populacdo (GRIFFITHS et al., 2013; NICA; DERMITZAKIS, 2013).

Como dito anteriormente, o desenvolvimento de tragos esta atrelado ao genétipo do

individuo. Porém, alguns tracos séo regulados por diversos fatores genéticos e ambientais,
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sendo chamados de tragcos complexos ou quantitativos (GRIFFITHS et al., 2013; MAJUMDER,;
GHOSH, 2005). Por conta disso, em alguns casos, a percepc¢do individual de alelos ndo é
suficiente para o entendimento da sua funcdo, necessitando que seja feita a combinacdo de
alelos contidos em multiplos loci no mesmo cromossomo homaologo. O nome que descreve essa
combinacdo € haplétipo. Os hapldtipos sdo importantes pois o0 processo que molda os padrées
de variacdo genética, chamado de recombinacéo, cria novos haplétipos, podendo esses conferir
propriedades Unicas capazes de alterar a funcdo da proteina sintetizada (GRIFFITHS et al.,
2013).

Normalmente, a associacdo entre os alelos ocorre de maneira aleatéria, mantendo um
equilibrio nas suas frequéncias, ou seja, possuem a mesma probabilidade de ocorréncia,
constituindo um equilibrio de ligacao entre os dois loci. Porém, é possivel que no processo de
recombinacdo ocorra uma associacdo ndo aleatdria entre os alelos presentes em dois loci,
definido como desequilibrio de ligacdo (LD). Sendo assim, o LD é representado quando um
alelo especifico no primeiro locus esté associado a presenca de um alelo especifico no segundo
locus mais frequentemente do que se espera, como consequéncia de nova mutacdo em um locus
de um unico cromossomo especifico (DEHGHAN, 2018; GRIFFITHS et al.,, 2013;
NEUMEYER; HEMANI; ZEGGINI, 2020) (Figura 10).

Figura 10 — Diferenca entre uma associacao

alélica em equilibrio e em desequilibrio.

A. Equilibrio de ligacao B. Desequilibrio de ligacao

——C— ——O—
————  —A———B—

——0—
——O—

] e— ———O—
——@—
——0—

—a——— —a———
Pa=05  Pag=0,25 pa=05  Pag=0,5
P,=05  Py=0,25 Pa=05  Py=00
pe=05  Pu=0,25 pe=05 Pg=00
Pp=05  Pxp=025 Pp=05  Pg=05

Fonte: GRIFFITHS et al. (2013, p. 570).

Portanto, a genética das populacdes € utilizada para analisar a quantidade e a distribuicéo
da variabilidade genética, assim como para analisar as forgas que controlam essa variagao
(GRIFFITHS et al., 2013). S&o chamados de GWAS as pesquisas que identificam a presenca

dos polimorfismos, em loci polimorficos previamente sequenciados, através da comparacao
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entre diferentes grupos em uma mesma populacdo. Por exemplo, comparando-se o genétipo
entre individuos acometidos por uma doenca e individuos ndo acometidos pela mesma doenca,
pode-se inferir que certa variante possui alguma relacdo com o desenvolvimento da doenca em
questdo (DEHGHAN, 2018).

2.6.2 Tragos quantitativos moleculares

O desenvolvimento de doencas passa por uma grande perturbacdo de multiplos
processos bioldgicos, cada um desses funcionando como uma variavel de diferente impacto
para o estabelecimento da doenca. Essas varidveis sdo consideradas como tragos quantitativos,
0s quais possuem fortes determinantes genéticos majoritariamente (MAJUMDER; GHOSH,
2005; NEUMEYER; HEMANI; ZEGGINI, 2020). Sendo assim, a localizacdo das regifes
gendmicas que atuam como fatores de regulacdo para o fendtipo observado devem ser
identificadas. Essas regides recebem o nome de loci de trago quantitativo (QTL). O valor do
QTL para observacao de um fendtipo néo é distribuido igualmente, havendo QTLs com maior
e com menor efeito regulador no traco. Portanto, a analise desses loci é importante para
mensurar as contribuicdes dos alelos para o desenvolvimento do traco (MAJUMDER; GHOSH,
2005).

Apesar da importancia dos GWAS na identificacdo de SNPs que agem como loci
marcadores para a apresentacdo de um fenoétipo, esses estudos ndo conseguem explicar como
essas variantes contribuem para o desenvolvimento de doencas (NEUMEYER; HEMANI,;
ZEGGINI, 2020; NICA; DERMITZAKIS, 2013; SMITH; FLODMAN, 2018). Isso se da ao
fato de que a maioria dos polimorfismos genéticos identificados estdo presentes em regifes
genbmicas ndo-codificantes, ou seja, ndo sdo sequéncias de nucleotideos que codificam uma
proteina, mas podem estar envolvidos em processos de regulacdo génica (NICA;
DERMITZAKIS, 2013).

Denominam-se como QTL de expressdo (eQTL) os loci envolvidos aos mecanismos de
controle da expressao génica. Estima-se que aproximadamente 88% dos genes possuem pelo
menos um eQTL, os quais podem ser identificados a partir da analise quantitativa de RNAmM
combinada com a informacdo de genoétipos gerados por GWAS (NEUMEYER; HEMANI,
ZEGGINI, 2020; NICA; DERMITZAKIS, 2013). Estudos populacionais comparativos ao redor
mundo ja mostraram que por volta de 23% de loci possuem um nivel de expressdo media
significativamente diferente em populac6es distintas. Além disso, grande parte das variacbes

de expressdo génica entre populacbes tem sido explicadas pela diferenca nas frequéncias
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alélicas, sugerindo que os mecanismos que regulam essa expressdo provavelmente possuam o
mesmo fundamento, mesmo em populagdes distintas (NICA; DERMITZAKIS, 2013).

Outro processo de regulacao génica € o splicing alternativo, definido pela producéo de
maultiplas isoformas de transcritos a partir de um sé gene. O desenvolvimento de tecnologias de
sequenciamento de RNA permitiu a observagdo do perfil do transcricional, resultando na
identificacdo de variagdes genéticas que afetam o processo de splicing alternativo. Portanto, os
QTLs envolvidos a esse processo sao denominados de QTL de splicing (sQTL) (GARRIDO-
MARTIN etal., 2021; PARK et al., 2018; SMITH; FLODMAN, 2018). As analises desses loci
ajudaram a esclarecer mecanismos envolvidos na ocorréncia de multiplas doencas, como a
esquizofrenia, o cancer de mama e a doenca de Alzheimer (GARRIDO-MARTIN et al., 2021;
SMITH; FLODMAN, 2018). O processo de splicing possui uma relacdo intima ao processo de
transcricdo, o0 que possibilita aos sQTLs ter efeito também na expressdo génica.
Consequentemente, essas regides genémicas podem contribuir tanto quanto ou até mais que as
variantes que afetam a expressdo génica para a determinacdo de um tragco complexo
(GARRIDO-MARTIN et al., 2021).

2.6.3 COVID-19 e a genética do hospedeiro

Tendo em vista os diferentes quadros clinicos apresentados pelos individuos acometidos
pela COVID-19, acredita-se que a variacdo genética apresentada pelos pacientes possa ter
relacdo as diferentes formas da doenca (OVSYANNIKOVA et al., 2020). Sendo assim, a
identificacdo de polimorfismos com efeito de interferir em importantes vias de ligacdo de
células ou moléculas do hospedeiro ao microrganismo podem resultar em diferentes
capacidades de resposta imune contra o virus, modificando o potencial de progresséo da doencga
(CASANOVA; ABEL, 2018; ELHABYAN et al., 2020; OZTURK; TASOVA; AYAZ, 2020).
Podemos citar como exemplo a variante A32 do gene CCR5, a qual pode conferir ao hospedeiro
resisténcia ao virus HIV ou atraso na progressdo da doenga quando presente (OZTURK;
TASOVA; AYAZ, 2020).

2.6.3.1 Genes relacionados com desenvolvimento da COVID-19

Tendo em vista a importancia, ja apresentada anteriormente, de algumas proteinas do
hospedeiro para o ciclo viral e para a resposta imune do hospedeiro ao virus, alteragdes nos
genes responsaveis por codificar essas proteinas podem resultar em diferentes progressdes da

doenca. Apesar disso, os estudos sdo inicialmente realizados em diversas regides gendmicas,
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identificando as possiveis variantes em genes que podem estar associadas a doenca, depois
progredindo para estudos focados nesses genes candidatos. Variantes que afetam genes como
ECA2 e TMPRSS2 sdo importantes nos mecanismos de entrada do virus na célula do
hospedeiro, pois uma proteina ECA2 alterada pode resultar na resisténcia contra o virus ou uma
maior expressdo dessa proteina pode favorecer a infeccao viral (ANASTASSOPOULOU et al.,
2020; DEBNATH; BANERJEE; BERK, 2020; OVSYANNIKOVA et al., 2020; OZTURK;
TASOVA; AYAZ, 2020). Sendo assim, o gene ECAL, o qual tem funcdo na regulacdo da
expressao do gene ECA2, pode também ser um alvo promissor na associagcdo com a progressao
a doenca grave (JACOBS et al., 2021; OZTURK; TASOVA; AYAZ, 2020). Como a proteina
TMPRSS2 é um facilitador da entrada viral na célula hospedeira, um aumento da sua expressao
pode estar relacionado a susceptibilidade ao virus (OVSYANNIKOVA et al., 2020; OZTURK;
TASOVA; AYAZ, 2020).

Além disso, a regulacdo desses genes pode estar relacionada ao sexo, uma vez que 0
gene ECA2 esta localizado no cromossomo X e 0 gene TMPRSS2 tem sua expressdo regulada
por horménios androgenos (BALKHI, 2021; OVSYANNIKOVA et al., 2020; TAY et al.,
2020). Essa hipotese é levantada devido a taxa de fatalidade de COVID-19 ser maior em
homens (2,8%) do que em mulheres (1,7%), destacando a importancia do esclarecimento dessa
possivel relacdo (BALKHI, 2021; OVSYANNIKOVA et al., 2020; TAY et al., 2020).

Outra importante via € a de apresentacdo de antigenos virais, intermediadas pelas
moléculas do sistema antigeno leucocitario humano (HLA), codificadas pelos genes do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) (DEBNATH; BANERJEE; BERK, 2020).
A variante HLA-B*46:01, por exemplo, demonstra uma menor ligacdo aos peptideos virais,
podendo significar em uma maior vulnerabilidade do hospedeiro ao virus
(ANASTASSOPOULOU et al., 2020; DEBNATH; BANERJEE; BERK, 2020;
OVSYANNIKOVA et al., 2020). Por outro lado, a variante HLA-B*15:03 exibe maior ligacao
aos peptideos virais e pode conferir maior protecdo ao virus (ANASTASSOPOULOU et al.,
2020; DEBNATH; BANERJEE; BERK, 2020; OVSYANNIKOVA et al., 2020).

De maneira semelhante, outros genes importantes em processos imunolégicos podem
estar associados ao agravamento da doenga, como 0s genes de receptores de quimiocina CCR2
e CCR5 (MEHLOTRA, 2020; SCHMIEDEL et al., 2020). Pacientes graves de COVID-19
apresentam expressdo aumentada de CCR2 em mondcitos circulantes, assim como niveis
elevados de ligantes de CCR2 em fluido de lavado broncoalveolar, possivelmente devido a

presenca de uma variante no promotor do gene CCR2. Sendo assim, a inflamacéo patogénica
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pode ser consequéncia do recrutamento excessivo de mondécitos (SCHMIEDEL et al., 2020).
De maneira similar, uma inflamacdo exacerbada pode ser gerada a partir de diferentes
expressdes do gene CCRS5, devido a variagdes nesse gene, podendo causar agravamento da
doenca. Variantes do gene CCR5 ja foram ligadas a uma maior taxa de mortalidade em
pacientes com COVID-19 (MEHLOTRA, 2020). Esses genes estdo apresentados na tabela 3 e

as funcGes das suas proteinas codificadas estdo apresentadas na tabela 4.

Tabela 3 — Variantes estudadas nos genes sem relacdo com a via do IFN-I para o melhor

entendimento sobre o impacto da genética do hospedeiro na COVID-109.

Genes Variantes Referéncias

KIM; JEONG, 2021
GOMEZ et al., 2020
rs2074192; rs2285666; rs879922; rs4646140; rs2097723; KHAYAT et al., 2021

EeA rs5934250; rs143936283; rs73635825; rs769062069; rs776995986 HUSSAIN et al., 2020
BOSSO et al., 2020
AL-MULLA et al., 2020
ECAl rs1799752 JACOBS et al., 2021
TMPRSS2 rs2298659 KIM; JEONG, 2021

NGUYEN et al., 2020
HLA-DRB1*08; HLA-C*07:29; HLA-C*08:01G; HLA-B*15:27;
HLA WANG et al., 2020
HLA-B*40:06; HLA-DRB1*04:06; HLA-B*46:01
AMOROSO et al., 2021

MA et al., 2021
ABO rs8176719; rs657152
KIM; JEONG, 2021
CCR2 rs6808074 SCHMIEDEL et al., 2020
rs333
CCR5 MEHLOTRA, 2020
rs1799987
rs180079
KIM; JEONG, 2021
IL6 rs1800795

ULHAQ; SORAYA, 2020
rs1800797
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Tabela 4 — Descricdo das proteinas codificadas pelos genes descritos anteriormente, assim como sua funcéo e sua ligacdo com a COVID-19.

Genes ECA2 ECAl TMPRSS2 HLA ABO CCR2 CCR5 IL6
) Enzima ) o Receptor de Receptor de
i Enzima Conversora Serino Protease | Complexo Principal de alpha 1-3-N- o o )
Proteina ] ) Conversora da . o ] quimiocina C- quimiocina Interleucina 6
da Angiotensina 2 . . Transmembrana 2 | Histocompatibilidade. | acetylgalactosaminyltransferase ) )
Angiotensina 1 Ctipo 2 C-Ctipo5
Catalisa a
Catalisa a clivagem conversdo da
da angiotensina Il | angiotensina | em Envolvida em Citocina pro-
o o . o ) . Receptor 0 . »
em angiotensina 1-7 | angiotensina Il. diversos 3 Codifica proteinas relacionadas . Receptor de inflamatoria.
B ) B Apresentacédo de ) qual media a o o
Funcéo vasodilatadora. Regulacédo da processos i o ao grupo ABO de Sistema o ] quimiocinas Participa da
y y L peptideos a linfdcitos. i quimiostasia y
Regulacéo das pressdo fisioldgicos e sanguineo. . beta. maturacédo de
B . i o de monocitos. L
funcgdes renais e sanguinea e patoldgicos. linfécitos B.
cardiovasculares. balanco de
eletrdcitos.
Facilita a entrada 3 Expressao Alta expressdo
) ] ] o Alta expressdo
) . viral em células Anticorpos Anti-A tém sido alterada pode dessa
. Entrada viral em Envolvida na . 3 . . . pode se . .
Acéo na ] 3 do hospedeiro Apresentacdo de relacionados a prevencéo da ) alterar interleucina
células do expressédo de . . o ) i associar a ; )
COVID-19 ) através da peptideos virais. ligacdo do virus ao seu ) recrutamento | esta associada
hospedeiro. ECA2. . maior .
clivagem da receptor. ) de células a CoVvID-19
. gravidade. . -
proteina S. inflamatdrias. grave.

Fonte: ANASTASSOPOULOU et al. (2020); DEBNATH; BANERJEE; BERK (2020); JACOBS et al. (2021); MEHLOTRA (2020); OVSYANNIKOVA et al
AYAZ (2020); SCHMIEDEL et al. (2020)

. (2020); OZTURK; TASOVA;
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2.6.3.2 Genes da via do IFN-I relacionados a COVID-19

A via do IFN-I é uma importante via protetora contra infecgdes virais, portanto
alteracdes nos genes que constituem essa via podem gerar modificacdes no seu funcionamento
e causar um melhor ou pior combate ao virus (BECK; AKSENTIJEVICH, 2020). O gene
IFNAR2 tem sido muito estudado por codificar a parte do receptor que se liga com maior
afinidade as moléculas de IFN-I. Dessa forma, varios estudos tém identificado variantes nesse
gene que podem ter relacdo com a forma que a COVID-19 se apresenta no individuo (AKTER
etal., 2021; MA et al., 2021; PAIRO-CASTINEIRA et al., 2020; SCHMIEDEL et al., 2020).

Em estudo realizado por Schmiedel et al (2020) diversas variantes de risco para COVID-
19 grave foram encontradas no cromossomo 21 sobrepostas ao gene IFNAR2, alterando a sua
expressdo em diversos tipos de células imunes. Os efeitos na expressdo desse gene foram
maiores em células NK, por meio da variante rs2284551. Além disso, essas variantes de risco
podem alterar também a expressao de um gene vizinho, IL1ORB, por meio da interagcdo com um
enhancer intronico do promotor desse gene. Em estudo realizado por Ma et al. (2021) foi
encontrada uma variante do gene IFNAR2, rs9976829, que se mostrou importante para a
regulacao do splicing alternativo tanto do gene IFNAR2 quanto do gene IL10RB, principalmente
em tecido pulmonar. Além disso, essa variante também se mostrou importante na diferente
expressao desses dois genes em diferentes tipos de tecido, sendo esse um bom alvo de estudo
para entender a sua relagdo com a infeccéo por SARS-CoV-2.

Em estudo realizado por Pairo-Castineira et al. (2020) foi analisada a relacdo entre
diferentes genes para conseguir entender melhor os mecanismos genéticos da COVID-19
critica. Dessa forma, uma variante no gene IFNAR2, rs2236757, destacou-se pela significancia
estatistica demonstrada pela presenca dessa variante em pacientes com a doenca critica,
indicando ainda que a relacdo dessa variante com a doenca seja atraves da diferente expressédo
desse receptor nas células. Além disso, esse estudo esclarece também que uma maior expressao
dessa subunidade do IFNAR leva a uma maior protecdo contra a doenca e que mutacdes de
perda de funcdo nesse gene podem ser associadas tanto a COVID-19 grave quanto a maior
gravidade a outras infecg0es virais.

Akter et al. (2021) realizou em seu estudo diversas analises comparativas in silico com
diferentes apresentacGes da subunidade 2 do receptor de IFN-I, analisando também a diferenca
entre suas afinidades pela molécula de IFN. As formas proteicas P136R e P136S, variantes
identificadas como rs768348126 e rs746695388 respectivamente, demonstraram a menor

afinidade pela molécula de IFN. Através da utilizacdo de mais ferramentas de analise in silico,
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a variante P136R se demonstrou altamente patogénica, sendo um bom alvo a ser estudado em
pacientes que apresentam a forma grave da doencga. Além disso, nesse mesmo estudo foram
feitas analises in silico de variantes intronicas as quais podem alterar a expressao de IFNAR2
no individuo caso presentes. Dessas variantes, rs2250226, rs2300371 e rs6517156 mostraram
uma menor expressao dessa subunidade do receptor, enquanto as variantes rs2252650,
rs2284550, rs2834158, rs2834164 e rs2834165 mostraram afetar os mecanismos de splicing
desse gene podendo deixar o individuo com maior risco de desenvolvimento da COVID-19
grave.

O gene IFNARL, apesar de ser mencionado como uma possivel causa de interferéncia
na via quando modificado, suas variantes ndo tém sido muito utilizadas para estudos na
COVID-19 (ZHANG et al., 2020). Por outro lado, as variantes desse gene tém importancia em
outras doencas virais, como a variante rs2257167, e podem ser pesquisadas em individuos que
desenvolveram a doenca grave para verificar uma possivel correlagdo (DE WEERD et al.,
2020). Estudo realizado por Pairo-Castineira et al. (2020) aponta que a variante rs74956615,
préximo a regido codificante do gene TYK2, o qual codifica uma proteina transdutora de sinal
que fica ligada ao ICD da IFNAR2. Alteracdes nesse gene podem interferir na captacdo do sinal
do receptor quando identifica a molécula de IFN-I, associando-se ao desenvolvimento da
doencga grave.

Os genes estimulados por interferon (ISGs) induzidos por IFN-1 também sdo
importantes para a resposta antiviral (SCHOGGINS, 2019). ISGs sdo definidos como quaisquer
genes induzidos durante uma resposta por IFN de qualquer tipo. O gene IFITM3 é um ISG
antiviral que inibe a entrada de virus nas células do hospedeiro (ALGHAMDI et al., 2020; KIM;
JEONG, 2021; SCHOGGINS, 2019). Em estudos realizados por Alghamdi et al. (2020) e Kim,
Jeong (2021) foram encontradas variantes desse gene, rs12252 e rs6598045, as quais foram
relacionadas ao desenvolvimento de doenca grave, ou seja, a um maior risco ao individuo
quando entra em contato com a doenca, nas populacdes Chinesa e Arabe. Outros ISGs
importantes sdo os genes OAS, responsaveis por ativarem RNAse L latente e resultar na
degradacdo do material genético do virus, impedindo assim a sua replicacdo (SCHMIEDEL et
al., 2020; SCHOGGINS, 2019). Em estudo realizado por Schmiedel et al. (2020) foi encontrada
uma variante no gene OASL1, rs2057778, e uma variante no gene OAS3, rs2010604, as quais
apresentaram a expressdo alterada dos seus respectivos genes em pacientes com COVID-19

grave.
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Por fim, PRRs sdo essenciais para a identificacdo do virus causador da doenca e para o
inicio de resposta contra esse virus, como j& foi explicado anteriormente. O gene IFIH1 é
responsavel pela codificacdo de um receptor RIG-1-like, conhecido como MDAD5, o qual tem a
funcdo de identificar RNA intracelulares e ativar a resposta imune inata e ajudar na imunidade
humoral e na imunidade mediada por células (MAITI, 2020). Maiti (2020) encontrou uma
variante deste gene, rs1990760, na populagéo afro-americana que diminui a expresséo de IFN-
B e, portanto, tem o potencial de deixar o individuo mais vulneravel a infeccdo pelo SARS-
CoV-2. Os genes participantes da via do IFN-I estdo apresentados abaixo na Tabela 5 e a funcao

das suas proteinas codificadas estdo descritas na Tabela 6.

Tabela 5 — Variantes estudadas nos genes da via do IFN-I no contexto da COVID-19.

Genes Variantes Referéncia
rs9976829; rs1332014803; rs751841284; rs1568885326;
rs1190725243; rs758825586; rs1286287301,;
rs147496374; rs773793948; rs772583115;
IFNAR2 rs1265189745; rs768348126; rs746695388; rs2250226;
rs2300371; rs6517156; rs2252650; rs2284550;
rs2834158; rs2834164; rs2834165; rs2236757;

MA et al., 2021
AKTER et al., 2021
PAIRO-CASTINEIRA et al.,
2020
SCHMIEDEL et al., 2020

rs2284551.

IFIH1 rs1990760. MAITI, 2020

ALGHAMDI et al., 2020
IFITM3 rs12252; rs6598045

KIM; JEONG, 2021

OAS1 rs2057778

SCHMIEDEL et al., 2020
OAS3 rs2010604

PAIRO-CASTINEIRA et al.,
2020

TYK2 rs74956615

SOLIMANI; MEIER,;
GHORESCHI, 2021

IFIH1: Interferon induzido com o Dominio C da Helicase 1.
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Tabela 6 — Descricao das proteinas codificadas pelos genes da via do IFN-I, assim como sua funcéo e sua
ligagdo com a COVID-19.

ativar resposta
antiviral.

imune inata.

o virus e a célula

do hospedeiro.

Genes IFNAR2 IFIH1 IFITM3 OAS1 OAS3 TYK2
Proteina 5
. associada a i
Subunidade 2 ) o Proteina
diferenciacédo 2°-5’- 2°-5’-
i do receptor de transmembrana 3 ) ) ) ) o )
Proteina ) de melanoma ) ) oligoadenilato | oligoadenilato | Tirosina quinase 2
interferon do induzida por ) )
) (MDAJ5), um ) sintetase 1. sintetase 3.
tipo I. interferon.
receptor RIG-1-
like.
Deteccéo de .
. Associa-se ao ICD
RNAs e Restringe a
o do IFNARL e
Ligacédo de estruturas entrada de ) o )
B o . ) i Degrada RNA viral pela ativacdo | transduz o sinal
Funcéo alta afinidade secundarias, diversos virus em L
) ; de RNase L latente. por fosforilagéo
aos IFN-I. ativando células do )
] . das subunidades
resposta pro- hospedeiro.
) . do receptor.
inflamatoria.
3 Deteccéo de Pode inibir a
Deteccéo de . 3 3
) RNA viral formagdo de Transdugéo de
3 moléculas de . 3 . L
Acéo na intracelular e poros para fusdo . . ] sinal para ativagao
IFN-I para ] Inibe a replicacéo viral.
COVID-19 ativa resposta | membranar entre da resposta

antiviral.

IFIH1: Interferon induzido com o Dominio C da Helicase 1. Fonte: AKTER et al. (2021); PAIRO-CASTINEIRA et al. (2020);

SCHMIEDEL et al. (2020); SCHOGGINS (2019); ZHANG et al. (2020)

Portanto, tendo em vista o possivel papel da genética do hospedeiro na evolucao clinica

de doencas infecciosas e do papel protetor da via do IFN-I contra a infec¢do pelo SARS-CoV-

2, faz-se importante a pesquisa de polimorfismos, 0s quais podem interferir no funcionamento

da via do IFN-1, no gene IFNAR2. As alteracOes identificadas pelos codigos rs2250226
(T>A/T>C), rs2236757 (A>G), 52252650 (A>T), rs2284551 (A>G) demonstraram possuir
uma importancia na evolucdo da COVID-19 grave em estudos anteriores (AKTER et al., 2021;
PAIRO-CASTINEIRA et al., 2020; SCHMIEDEL et al., 2020).
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3 HIPOTESES

A ocorréncia da COVID-19 grave pode estar associada a fatores como sexo e idade.
O desfecho clinico dos pacientes com COVID-19 grave pode ser influenciado por
fatores como sexo, idade e presenga de comorbidades.

Os polimorfismos rs2250226, rs2236757, rs2252650, rs2284551 no gene IFNAR2 em
pacientes com COVID-19 influenciam na gravidade da doenca.

Os polimorfismos rs2250226, rs2236757, rs2252650, rs2284551 no gene IFNAR2
influenciam o desfecho clinico de pacientes com COVID-19 grave.

4 OBJETIVO GERAL/ OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar nos grupos leve/moderado e grave:
» Frequéncia de pacientes do sexo masculino e feminino e suas idades.
o Avaliar o efeito de variaveis sociodemograficas sobre a gravidade da doenga.
» Associar a frequéncia alélica dos polimorfismos rs2250226, rs2236757, rs2252650,
rs2284551 no gene IFNAR2 em pacientes diagnosticados com COVID-19 com o
desenvolvimento da doenca grave.
Avaliar nos grupos de alta hospitalar e dbito:
» Frequéncia de pacientes do sexo masculino e feminino e suas idades.
o Avaliar o efeito de variaveis sociodemograficas sobre o desfecho clinico.
» Presenca de comorbidades.
o Investigar a influéncia das comorbidades sobre o desfecho clinico.
» Associar a frequéncia alélica dos polimorfismos rs2250226, rs2236757, rs2252650,
rs2284551 no gene IFNAR2 em pacientes diagnosticados com COVID-19 com 0s
diferentes desfechos clinicos.

5 METODOLOGIA
5.1 Desenho do estudo

Foi realizado um estudo de coorte retrospectivo e analitico.

5.2 Aspectos éticos

Este trabalho foi submetido e aceito no Comité de Etica em Pesquisa da Universidade

Federal do Ceara (CEP/UFC/PROPESQ) por meio da Plataforma Brasil, recebendo 0s nimeros
36139220.6.0000.5054 e 40615320.9.0000.5054 como Certificado de Apresentacdo de
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Apreciacio Etica (CAAE) e 4.346.280 e 4.505.911 como niimeros dos pareceres. Os pareceres
do CEP estdo disponiveis na secdo de anexos (ANEXOS B e C). O estudo foi realizado

conforme as premissas da resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude.

5.3 Coleta de amostras

Foram coletadas amostras de sangue total de pacientes (idade maior ou igual a 18 anos)
diagnosticados com COVID-19 ndo vacinados, ap0s a assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE), entre os meses de janeiro e maio de 2021. As amostras dos
pacientes com a doenga grave foram provenientes do Hospital Instituto José Frota (IJF,
Fortaleza, Ceard), onde 0s pacientes encontravam-se internados em UTI especifica para esta
doenca (UTI-COVID). Ja as amostras dos pacientes com a doenca leve/moderada foram
provenientes do Posto de Saude Anastacio Magalhaes (Fortaleza, Ceara).

Foram considerados como leves/moderados 0s pacientes que ndo necessitaram de
internacdo e graves 0s pacientes internados em UTI que apresentaram dessaturagéo (SpO:z <
94%) ou desenvolvimento de ARDS, resultando no total de 122 pacientes (40 leves/moderados
e 82 graves). Essas amostras foram, entdo, enviadas ao Laboratério de Imunologia Celular e
Molecular (LIMCEMO), localizado na Faculdade de Farmacia, Odontologia e Enfermagem da
Universidade Federal do Ceard (UFC) onde foram aliquotadas e armazenadas em freezer, na
temperatura de -20°C.

5.4 Analise de prontuarios médicos
A andlise de prontuérios so esteve disponivel para os pacientes graves, pelo sistema
ARS vitae, sendo incluidos 82 pacientes graves no estudo, de acordo com os resultados dos

testes diagnosticos e sintomas apresentados.

5.5 Extracédo de DNA

Para realizacé@o dos testes de genotipagem, foi realizada a extracdo do DNA, por meio
de beads magnéticas, utilizando as aliquotas de sangue total coletadas dos pacientes. Esse
método foi executado de forma automatizada, utilizando o equipamento KingFisher em
conjunto com o kit MagMax DNA Multi-Sample Ultra 2.0, ambos fornecidos pela empresa
Applied Biosystems. Sendo assim, primeiramente foram preparadas uma placa contendo 500
pL de solucédo de lavagem I, duas placas contendo 500 pL de solugéo de lavagem Il e uma placa

contendo 70 pL de solugédo de eluigdo. Em seguida, foi preparada a placa de amostras, onde
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foram adicionados em ordem: 30 pL de solugdo Enhancer; 200 pL da amostra de sangue total
de cada paciente, em diferentes pocos; e 30 pL de solugéo contendo proteinase K, para remogao
de proteinas, como nucleases, presentes na amostra. As placas foram adicionadas ao
equipamento, na devida ordem, para inicio da atividade da proteinase K. Enquanto isso,
preparou-se 0 mix de DNA Binding Bead, para que o material genético fosse isolado por meio
da ligagdo as beads, utilizando 200 pL de solugdo de ligacdo e 20 uL de solugdo contendo as
beads magnéticas para cada po¢o. Ao fim da atividade da proteinase K, a placa de amostras foi
retirada do equipamento e se adicionou 220 pL do mix de DNA Binding Bead a cada poco. A
placa foi novamente inserida no equipamento, prosseguindo as etapas de lavagem, para
isolamento e purificacdo do DNA através de magnetismo, e de elui¢do, onde o material genético

é desassociado das beads para ser recuperado em solucéo.

5.6 Quantificacdo de DNA

Ap0s obter o DNA das amostras dos pacientes foi realizada a quantificacdo desse acido
nucleico para descobrir a concentracdo de DNA contida em cada eluicdo. Esse método foi
realizado por meio de um espectrofotbmetro para microvolumes do tipo NanoDrop™ Lite,
fornecido pela empresa Applied Biosystems. Sendo assim, como os &cidos nucleicos absorvem
a luz no comprimento de onda de 260 nm e a sua concentracdo é medida baseada na quantidade
de luz absorvida. Além disso, também foi avaliada a pureza deste material, devido a capacidade
do equipamento de detectar contaminantes, como proteinas, no comprimento de onda de
280nm. Fazendo-se uma relacdo entre 260/280 foram aceitas as amostras de DNA que

apresentaram um valor entre 1.8 e 2.0, aproximadamente.

5.7 Normalizacdo da concentracdo de DNA extraido

Conhecendo-se a concentracdo de DNA presente nas elui¢cdes resultantes do processo
de extracdo, foi-se estabelecido uma concentracdo padrdo para utilizacdo das amostras nos
testes de genotipagem. A partir disso, garante-se que nenhum resultado obtido pelos testes foi
decorrente de diferentes concentracdes do material genético presente na solugdo. Dessa forma,
definiu-se 20 ng/ uL como padrdo para os testes de genotipagem, sendo necessario a dilui¢éo
das eluicdes as quais apresentaram um valor maior em relacdo ao padrdo. As solugdes que
demonstraram valores inferiores a 20 ng/uL foram utilizadas no teste com leves alterac6es de

protocolo.
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5.8 Genotipagem

Obtendo-se as amostras de DNA em concentracdo padronizada, iniciaram-se 0s testes
de genotipagem para  0S rs2250226  (GRCh38.p14 chr21
NC_000021.9:9.33260011T>A/T>C; variante intrénica), rs2236757 (GRCh38.p14 chr2l

polimorfismos

NC_000021.9:9.33252612A>G; variante intronica), rs2252650 (GRCh38.p14 chr21
NC_000021.9:9.33245645A>T; variante intrénica), rs2284551 (GRCh38.p14 chr21
NC_000021.9:9.33246008A>G; variante intrébnica) no gene IFNAR2 (GRCh38.pl4

NC_000021.9; codificante da subunidade 2 do receptor de interferon alfa e beta). Esse método
foi realizado a partir da técnica de PCR em tempo real (QPCR), utilizando-se o equipamento
CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System, fabricado pela empresa Bio-Rad. Para a
execucdo dos testes foi preparada uma mistura a partir de agua para infusdo, TagPath™
ProAmp™ Master Mix (MasterMix) e sondas TagMan™, sendo os dois ultimos reagentes
fabricados pela empresa Applied Biosystems™,

A reagdo para uma Unica amostra necessitou de um volume final de 10 pL, sendo 9 pL
da mistura preparada e 1 pL de DNA a ser testado. Essa proporcao € necessaria para que no
volume final da reacdo esteja contido uma concentracdo de 2 ng/pL do material genético do
paciente. Sendo assim, o volume necessario de cada componente da mistura, para uma reacao,
consistiu em: 3,75 pL de 4gua para infusdo; 5 pL de MasterMix; e 0,25 pL da sonda TagMan™,
Em amostras com a concentragdo entre 10 e 20 ng/uL, utilizou-se 8 puL da mistura e 2 pL de
DNA, a fim de manter a concentracdo préxima a 2 ng/puL do material genético em 10 pL de

solucdo (Tabela 7).

Tabela 7 - Proporcéo de reagentes para realizacdo da qPCR.

1° Master Mix 5uL (5L xn)+10% | (5 4L x n) + 10%
(0,25puL xn)+ [ (0,25 puL x n) +
o

2° Sonda 0,25 L 10% 10%

3° Agua 275 L (3,75uLxn)+ | (2,75puL xn) +

purificada O 10% 10%

4° DNA (apenas
na placa) 2uL lut 2 uL

Fonte: Elaborado pelo autor
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Sendo assim, foram usadas placas de 96 pocos para PCR para a leitura simultanea de
diversas amostras. Ao ser alcangado o volume final de 10 pL, a placa foi selada e levada para
um spin por 30 segundos antes de ser posta no equipamento para a leitura. No equipamento
foram configurados os parametros de temperatura: 60°C por 30 segundos para pré-aquecimento;
95°C por 5 minutos para desnaturacédo inicial das fitas de DNA; 95°C por 15 segundos para
desnaturacdo; e 60°C por 60 segundos para anelamento e extensdo da fita. Além disso,
determinou-se o uso de 40 ciclos, onde se repetem as temperaturas de desnaturacdo (95°C/15s)
e de anelamento e extenséo (60°C/60s).

Para cada polimorfismo pesquisado foi necessario recorrer a diferentes sondas,
sendo necessario realizar 4 genotipagens por amostra. A identificacdo oferecida pela
empresa (Assay ID) para esse material foi: C_ 16072720 20 (rs2250226); C__ 11354003 30
(rs2236757); C__16072673_10 (rs2252650); C__15961380_10 (rs2284551).

5.9 Anélise estatistica

A andlise dos dados foi realizada a partir da separacao dos pacientes segundo gravidade
da doenca - leve/moderado (L/M) e grave (G) - e segundo desfecho clinico dos pacientes graves
—alta (A) e 6bito (O). Os dados dos pacientes graves foram apresentados tanto de maneira geral
guanto segundo desfecho clinico. O programa Minitab foi usado para andlise descritiva dos
dados obtidos pelos prontuarios virtuais e pelos testes de genotipagem e para gerar graficos
relativos a essa andlise. J& o programa GraphPad Prism foi usado para a analise inferencial dos
dados obtidos pelos prontuarios virtuais e pelos testes de genotipagem. Para todos os alvos foi
utilizado teste para verificar equilibrio de Hardy-Weinberg, assim como seus gendtipos
passaram por avaliacdo de desequilibrio de ligacdo a partir da frequéncia alélica observada na
populacédo estudada. O desequilibrio de ligacéo foi identificado através do calculo de D e a sua
intensidade foi mensurada através da determinagdo de D’ e de r? (GOOD, 2022; LEWONTIN,
1964; VANLIERE; ROSENBERG, 2008).

D= ﬁAB — (paps)
Dimax = min(paqp, Prqa)
Dinin = max(=p,p, — 4,4,)

D
D' =

Dmax

2 __ Ui fafy)?
ACEY AT
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5.9.1 Estatistica descritiva

Os dados foram separados de acordo com as seguintes informacdes do paciente: sexo
(masculino e feminino); idade (20 a 39 anos, 40 a 59 anos ¢ > 60 anos); sintomas (dessaturacao,
dispneia, tosse, febre, entre outros); e comorbidades presentes (hipertenséo, diabetes mellitus,
obesidade, tabagismo, entre outros). Ja os dados de genotipagem foram divididos em trés perfis,
de acordo com os alelos relacionados a cada polimorfismo: homozigoto para o alelo 1;
homozigoto para o alelo 2; e heterozigoto. Todas essas informac6es foram divididas de acordo
com o desfecho clinico do paciente para tracar um comparativo entre as caracteristicas
associadas a cada desfecho, porém apenas as informacGes de sexo, de idade e de genotipagem
puderam ser utilizadas para tracar um comparativo entre as caracteristicas associadas a

gravidade da doenca.

5.9.2 Estatistica inferencial

Similarmente, para a andlise de gravidade, os dados referentes a sexo e idade foram
submetidos ao teste exato de Fisher para verificar diferenca entre os grupos L/M e G. Ja para
analise do desfecho entre os pacientes graves, os dados referentes a sexo, idade, sintomas e
comorbidades foram contemplados e submetidos ao teste exato de Fisher para verificar
diferenca entre os grupos A e O. Os dados de genotipagem foram submetidos ao teste chi
quadrado de Pearson, tanto na analise de gravidade quanto na andlise do desfecho, sendo depois
comparados individualmente por teste exato de Fisher para determina¢do do modelo dominante
e recessivo dos polimorfismos. A diferenca entre os grupos comparados foi considerada

significativa quando o valor de p < 0,05.

6 RESULTADOS
6.1 Analise dos dados sociodemograéficos e clinicos
6.1.1 Gravidade

Dos 122 pacientes incluidos no estudo, 82 foram classificados com a doenca grave (G)
e 40 foram classificados com a doenca leve ou moderada (L/M). Como os dados coletados dos
pacientes L/M se restringiram aos dados sociodemograficos, a analise estatistica de gravidade
so foi realizada segundo idade e sexo. Sendo assim, foi observado que dentre todos pacientes
graves incluidos no estudo, os individuos do sexo masculino (61%) foram mais prevalentes que
do sexo feminino (39%). Ja entre os pacientes do grupo L/M, o sexo feminino (72,5%) foi mais

presente que o sexo masculino (27,5%) (Grafico 1).
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Gréfico 1 - Frequéncia de pacientes por sexo, segundo gravidade.

Grave Leve/Moderado

27,5%

= Masculino = Masculino
® Feminino = Feminino
61,0%

72,5%

Fonte: Elaborado pelo autor.

Da mesma forma, pacientes com idade acima de 60 anos (51,2%) destacaram-se em
frequéncia no grupo G, sendo seguido por pacientes com idade de 40 a 59 anos (26,8%) e com
idade de 20 a 39 anos (21,9%). Ja no grupo L/M, a maior prevaléncia foi de pacientes entre 20
e 39 anos (50%), seguido por pacientes entre 40 e 59 anos (42,5%) e em menor ndmero se
encontraram 0s pacientes acima de 60 anos (7,5%) (Gréafico 2).

Gréfico 2 - Frequéncia das faixas etarias dos

pacientes, segundo gravidade.

60,00%
50000  200% Ak
, 0
42 5%
< 40,00%
e
“g’_ 30,00% 26,8%
i 20,00% -
10,00% B 7.5%
0,00% .
Leve/Moderado Grave
Faixa etéria

=20 a 39 anos 40a59anos ®>60 anos

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Quando realizado o teste exato de Fisher para investigar significancia entre as diferencas
entre 0s grupos, ambas as categorias de idade e de sexo apresentaram um valor de p < 0,05,
demonstrando haver diferencas significantes relativas a idade e sexo dos pacientes entre

diferentes apresentacdes de gravidade da doenca (Tabela 8).

Tabela 8 — Frequéncia de caracteristicas sociodemograficas, segundo gravidade.

] Todos 0s
Categoria . Grave Leve/Moderado p
Pacientes
Masculino 50 61 11
Sexo 0,0009
Feminino 32 61 29
20 a 39 anos 18 38 20
Idade 40 a 59 anos 22 39 17 < 0,0001
> 60 anos 42 45 3
Total 122 82 40

Fonte: Elaborado pelo autor.

6.1.2 Desfecho clinico

Quanto ao desfecho clinico, dos 82 pacientes graves avaliados, 49 receberam alta
hospitalar (59,7%) e 33 foram a Obito (40,3%). Pacientes do sexo masculino foram mais
prevalentes que do sexo feminino em ambos os grupos, distribuindo-se da seguinte forma: 1) A
—57,1% e 42,8%; 2) O — 66,6% e 33,3%, para 0s sexos masculino e feminino respectivamente
(Gréfico 3). Da mesma forma, os dois grupos também tiveram maior frequéncia de pacientes
acima de 60 anos, consistindo em 44,8% (A) e 60,6% (O). Entretanto, a faixa etaria de 20 a 39
anos foi mais presente no grupo A quando em relacdo a faixa etaria de 40 a 59 anos,
representando 28,5% e 26,5% desse grupo respectivamente, enquanto no grupo O a faixa etaria
de 30 a 59 anos (27,2%) apresentou nimeros superiores aos da faixa etaria de 20 a 39 anos
(12,1%) (Gréfico 4).



Gréfico 3 - Frequéncia do sexo dos pacientes,

segundo desfecho.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Gréfico 4 - Frequéncia das faixas etarias dos

pacientes, segundo desfecho.
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Entre as comorbidades, destacaram-se a hipertenséo arterial sistémica (HAS) presente
em 43,9% dos pacientes, a obesidade (37,8%) e a diabetes mellitus (DM) presente em 29,2%
dos pacientes (Gréafico 5). A DM nao foi subdividida em seus diferentes tipos devido a falta de
clareza na informacdo contida nos prontuarios virtuais. Quanto aos sintomas apresentados, o
mais frequente entre todos os pacientes foi a dessaturacdo (51,2%) seguida por dispneia
(35,3%), tosse (34,1%), febre (31,7%) e sintomas gastricos (23,1%).

Gréfico 5 - Frequéncia de pacientes entre comorbidades.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Tendo em vista as comorbidades, a obesidade, a HAS e a DM se destacaram nos
pacientes que receberam alta, assim como na perspectiva geral, porém a obesidade teve uma
maior frequéncia no grupo A, representando: 42,8%; 40,8%; e 30,6%, respectivamente. J& nos
pacientes que evoluiram para ébito, a HAS se demonstrou predominante, estando presente em
48,4% dessa populacdo, sendo seguida pela obesidade (30,3%) e pela DM, (27,2%). Nesse
grupo, o tabagismo foi tdo frequente quanto a DM, presente, igualmente, em 27,2% dessa
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populacdo. Outro destaque foi o alto nimero de pacientes cardiopatas no grupo O (21,2%) em

comparagao ao grupo A (6,1%). Esses dados podem ser observados nos Gréficos 6 e 7.

Gréfico 6 - Frequéncia de comorbidades dos pacientes do grupo A.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Gréfico 7 - Frequéncia de comorbidades dos pacientes do grupo O.

60,0%

50,0% 48,4%

- 40,0%
= 30,3%
§ 30,0% 27,2%27,2%
L
LL
20,0%
10,0%
0,0% -
Comorbidades
EHAS H Obesidade DM & Tabagismo
B Sem comorbidades H Cardiopatias m Doengas Pulmonares  ® Etilismo
® Doencas Renais m Outras m Transtornos Psiquicos m AVC
m Dispositivos Médicos ® Epilepsia & Sindromes Demenciais

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Apos visualizacdo da distribuicdo de frequéncia relativa, segundo desfecho, das
caracteristicas sociodemograficas e clinicas, foi aplicado o teste exato de Fisher, para verificar
se a distribuicdo dessas variaveis seria diferente entre os grupos, selecionando apenas algumas
comorbidades. A categoria idade foi analisada por teste chi quadrado de Pearson. As
comorbidades selecionadas foram: Obesidade; HAS; DM, Tabagismo; Cardiopatias; e
Dispositivos Médicos. Apesar da diferenga de proporcdo, nenhuma das caracteristicas
apresentou diferencas significantes, uma vez que os valores de p foram maiores que 0,05
(Tabela 9).

Tabela 9 — Frequéncia de caracteristicas sociodemograficas e clinicas, segundo desfecho.

Categoria Todos os Pacientes Obito Alta p
Sexo Masculino 50 22 28 0,480
Feminino 32 11 21
20 a 39 anos 18 4 14
Idade 40 a 59 anos 22 9 13 0,1841
> 60 anos 42 20 22
HAS 36 16 20 0,5064
Obesidade 31 10 21 0,3532
DM 24 9 15 0,8082
Tabagismo 16 9 7 0,1655
Cardiopatias 10 7 3 0,0809
Dispositivos Meédicos 4 3 1 0,2974

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os sintomas mais frequentes nos pacientes do grupo A foram: dessaturacao (55,1%); tosse
(51,0%); e dispneia e febre (48,9% para ambos o0s sintomas). Um importante detalhe entre os
sintomas desse grupo € a relevante presenca de sintomas neuroldgicos, 0s quais estiveram
presentes em 28,5% desses pacientes, enquanto nao foram relatados sintomas neurol6gicos em
pacientes que progrediram para 6bito. J& no grupo O, os sintomas mais relatados foram:
dessaturacdo (45,4%); sintomas géastricos (27,2%); e dispneia (15,1%). Nesse grupo foram
observados sintomas que ndo estiveram presentes no grupo A, como choque (6,0%) e cianose
periférica (6,0%), ainda que em numero reduzido, assim como ndo foram relatados pacientes
sem desconforto respiratorio. A partir da frequéncia relativa nenhum sintoma foi selecionado
para teste estatistico inferencial. A frequéncia dos sintomas em cada grupo, assim como no

geral, pode ser visualizada na Tabela 10.
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Tabela 10 — Frequéncia de sintomas, segundo desfecho.

SINTOMAS FREQUENCIA ABSOLUTA PORCENTAGEM
Obito Alta Total Obito Alta Total
Adinamia 4 3 7 12,1% 6,1% 8,5%
Ageusia 1 2 3 3,0% 4,0% 3,6%
Anosmia 1 5 6 3,0% 10,2% 7,3%
Astenia 0 2 2 0% 4,0% 2,4%
Cansaco 0 1 1 0% 2,0% 1,2%
Cefaléia 2 8 10 6,0% 16,3% 12,1%
Choque 2 0 2 6,0% 0% 2,4%
Cianose periféria 2 0 2 6,0% 0% 2,4%
Convulsao 1 2 3 3,0% 4,0% 3,6%
Coriza 2 4 6 6,0% 8,1% 7,3%
Desconforto respiratorio 4 6 10 12,1% 12,2% 12,1%
Dessaturacéo 15 27 42 45,4% 55,1% 51,2%
Disfagia 3 7 10 9,0% 14,2% 12,1%
Dispnéia 5 24 29 15,1% 48,9% 35,3%
Febre 2 24 26 6,0% 48,9% 31,7%
Hipertenséo 1 2 3 3,0% 4,0% 3,6%
Hiporexia 1 3 4 3,0% 6,1% 4,8%
Hipotensao 1 2 3 3,0% 4,0% 3,6%
Insuficiéncia respiratéria 4 4 8 12,1% 8,1% 9,7%
Mialgia 1 6 7 3,0% 12,2% 8,5%
Outros 12 7 19 36,3% 14,2% 23,1%
Quadro de sindrome gripal. 5 4 9 15,1% 8,1% 10,9%
Saturagéo >94% 3 6 9 9,0% 12,2% 10,9%
Sem desconforto respiratorio 0 1 1 0% 2,0% 1,2%
Sintomas gastricos 9 10 19 27,2% 20,4% 23,1%
Sintomas neurolégicos 0 14 14 0% 28,5% 17,0%

Sintomas pulmonares

orofundos 2 3 5 6,0% 6,1% 6,1%
Sintomas renais 1 1 2 3,0% 2,0% 2,4%
Taquicardia 2 0 2 6,0% 0% 2,4%
Taquidispneia 2 4 6 6,0% 8,1% 7,3%
Taquipneia 2 4 6 6,0% 8,1% 7,3%
Tosse 3 25 28 9,0% 51,0% 34,1%

Fonte: Elaborado pelo autor.



62

6.2 Genotipagem
6.2.1 Variante rs2250226

Entre todos os pacientes do grupo G genotipados para esse SNP, a maior parte
demonstrou um perfil de heterozigose, estando presente tanto o alelo T quanto o alelo C,
representando 47,5% da populacéo total do estudo (Gréfico 8). Quanto aos pacientes do grupo
L/M, o perfil de heterozigose ainda foi predominante (55%), mas a homozigose para o alelo C
(25%) se mostrou mais presente que para o alelo T (20%). Ao compararmos 0S pacientes
segundo desfecho, observamos que percebemos que no grupo A se mantém um grande numero
de heterozigotos (TC), equivalente a 51,0% dessa populacao, seguido por homozigotos do alelo
C com 30,6% e do alelo T com 18,4%. Quando observamos o perfil presente no grupo O,
percebemos um menor numero de heterozigotos (42,4%), com relativo aumento nos
homozigotos do alelo C (27,2%) (Grafico 9).

Grafico 8 — Distribuicdo de gendtipos para o polimorfismo

rs2250226 em todos os pacientes.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Gréafico 9 — Distribuicdo de gendtipos para o polimorfismo rs2250226,

segundo desfecho.
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6.2.2 Variante rs2236757

O perfil de homozigose para o alelo G prevaleceu representando 43,9% da populagdo
total do estudo, mas com grande proximidade do perfil de heterozigose (GA), estando presente
em 42,6% de todos os pacientes. Quanto aos pacientes do grupo L/M, a homozigose para o
alelo G foi predominante (42,5%), mas o perfil de heterozigose (40%) ainda se mostrou mais
presente que a homozigose para o alelo A (20%) (Gréafico 10). Em relacdo aos desfechos, no
grupo A se manteve uma distribuicdo similar ao observado no geral: 44,8% GA; 42,8% GG;
12,2% AA. Por outro lado, no grupo O, os homozigotos para o alelo G foram maiores em
namero (45,4%), com maior numero de homozigotos para o alelo A (15,1%) e diminuigdo nos
heterozigotos (39,3%) (Gréfico 11).

Gréafico 10 — Distribuicdo de genotipos para o polimorfismo

rs2236757 em todos os pacientes.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Gréfico 11 — Distribuicdo de gen6tipos para o polimorfismo rs2236757, segundo

desfecho.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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6.2.3 Variante rs2252650

A populagdo do grupo G demonstrou majoritaria heterozigose (TA) para esse
polimorfismo em relacdo aos homozigotos para cada alelo (45,1%; 40,2%; 14,6%,
respectivamente). Quanto aos pacientes do grupo L/M, o perfil de heterozigose ainda foi
predominante (45%), mas a homozigose para o alelo T (37,5%) ainda se mostrou mais presente
que para o alelo A (17,5%) (Gréfico 12). Novamente, ao olhar o desfecho, o grupo A teve uma
distribuicdo similar a populacdo geral do grupo G, consistindo de 48,9% de heterozigotos,
38,7% de homozigotos para o alelo T e 12,2% de homozigotos para o alelo A. Ja o grupo O
apresentou um aumento no nimero de homozigotos, tanto para o alelo T (42,6%) quanto para
o0 alelo A (18,1%), resultando também em uma reducdo no nimero de heterozigotos (39,3%)
(Grafico 13).

Gréfico 12 — Distribuicdo de gendtipos para o polimorfismo rs2252650 em

todos os pacientes.
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Gréfico 13 — Distribuicdo de gendtipos para o polimorfismo rs2252650,

segundo desfecho.
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6.2.4 Variante rs2284551

Por fim, esse SNP, de maneira geral, mostrou balanceamento entre 0 nimero de
heterozigotos (GA) e de homozigotos para o alelo G, assim como o rs2236757, sendo esses
perfis presentes em 42,6% e 43,9% dos pacientes respectivamente (Grafico 14). Da mesma
forma, os pacientes do grupo L/M mostraram predominancia a homozigose para o alelo G
(42,5%), mas o perfil de heterozigose (40%) ainda se mostrou mais presente que a homozigose
o0 alelo A (20%). Observando os grupos de desfecho, percebemos novamente semelhanca ao
polimorfismo rs2236757, uma vez que o grupo A se dividiu em 44,8% AG, 42,8% GG e 12,2%
AA e o grupo O obteve mais homozigotos para o alelo G (45,4%) do que heterozigotos (40,6%),
aumentando também o nimero de homozigotos para o alelo A (15,1%) (Gréfico 15).

Gréafico 14 — Distribuicdo de genotipos para o polimorfismo

rs2284551 em todos os pacientes.
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Gréafico 15 — Distribuicdo de genotipos para o polimorfismo rs2284551, segundo

desfecho.
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6.2.5 Estatistica inferencial das variantes

Ao verificar a distribuicdo de frequéncia dos gendtipos, foi realizado um teste chi
quadrado de Pearson entre os grupos L/M e G, para verificar se havia diferenca significante
entre os grupos de diferente gravidade da doenca, e entre os grupos A e O, para verificar a
relevancia da diferencga dos gendtipos entre diferentes desfechos clinicos dos pacientes graves.
Apesar de algumas diferencas nas porcentagens de distribuicdo dos genotipos entre 0s grupos
serem aparentes, nenhuma das variantes apresentou valor de p significativo no teste chi
quadrado (p < 0,05). Ainda assim, realizou-se teste exato de Fisher entre 0s gendétipos para
comparagao individual entre eles e determinagdo dos modelos dominantes e recessivos.

Também foi realizado o célculo de D para verificar desequilibrio de ligacéo entre as
variantes estudadas. A intensidade do desequilibrio de ligacdo foi calculada através da
determinagdo de D’ e de r2. As variantes no presente estudo encontraram-se em desequilibrio
de ligacéo entre si, uma vez que os resultados de D entre todas as variantes foram maiores que
0. Por outro lado, as combinagdes com o polimorfismo rs2250226 demonstraram menor
intensidade, na populacdo estudada, do que as demais combinacdes, indicando que nessa
populacdo essa variante ja esta retornando a uma combinacao aleatdria entre os alelos, devido

ao processo de recombinacdo (Tabela 11).

Tabela 11 — Varidveis determinantes do desequilibrio de ligagao.

Relagdo entre SNPs D Dmax Dmin D’ r2

rs2250226 x rs2236757

0.182662591

0.185585192

- 0.308536012

0.984251969

0.601502531

rs2250226 x rs2252650

0.196822091

0.198384171

- 0.296744827

0.992125984

0.668534556

rs2250226 x rs2284551

0.182662591

0.185585192

- 0.308536012

0.984251969

0.601502531

rs2236757 x rs2252650 | 0.22065641 | 0.22065641 | - 0.245246574 1 0.899732895
rs2236757 x rs2284551 | 0.229424214 | 0.229424214 | - 0.229424214 1 1
rs2252650 x rs2284551 0.22065641 | 0.22065641 @ - 0.245246574 1 0.899732895

Fonte: Elaborado pelo autor.

Todos os polimorfismos passaram no teste de Hardy-Weinberg (p > 0,05), mostrando
que ndo ha desvios da distribui¢do genotipica esperada em condic¢Ges de equilibrio de Hardy-
Weinberg. Os dados de distribuicdo da frequéncia dos gendtipos e divisdo dos modelos
dominante e recessivo para gravidade e para desfecho estdo exibidos na tabela 12 e 13,

respectivamente.
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Tabela 12 — Frequéncia genotipica e modelos codominante, dominante e recessivo dos
polimorfismos, segundo gravidade.

. Frequéncia
SNPs Modelo Gendbtipos OR (95% CI; p)
Grave Leve/Moderado
Codominante TT 25 8 Referéncia
TC 39 22 1.76 (0.68-4.57; p = 0.2587)
cC 18 10 0.57 (0.78-1.74; p = 0.4031)
rs2250226
Total 82 40 p=0.4724
Dominante TT 25 8 Referéncia
TC + CC 57 32 1.57 (0.23-1.41; p = 0.2798)
Recessivo CcC 18 10 Referéncia
TC+TT 64 30 0.84 (0.34-2.04; p = 0.8191)
Codominante GG 36 17 Referéncia
GA 35 16 0.96 (0.42-2.21; p = 1.0000)
AA 11 7 0.74 (0.24-2.25; p = 0.7737)
rs2236757
Total 82 40 p =0.8342
Dominante GG 36 17 Referéncia
GA + AA 46 23 0.90 (0.37-2.18; p = 1.0000)
Recessivo AA 11 7 Referéncia
GA + GG 71 33 0.73 (0.25-2.05; p = 0.5917)
Codominante TT 33 15 Referéncia
TA 37 18 1.70 (0.46-2.45; p = 1.0000)
AA 12 7 0.77 (0.25-2.37; p = 0.7745)
rs2252650
Total 82 40 p = 0.9079
Dominante TT 33 15 Referéncia
TA + AA 37 18 0.88 (0.36-2.18; p = 0.8216)
Recessivo AA 12 7 Referéncia
TA+TT 70 33 0.80 (0.29-2.24; p = 0.7911)
Codominante GG 36 17 Referéncia
GA 35 16 0.96 (0.42-2.21; p = 1.0000)
AA 11 7 0.74 (0.24-2.25; p=0.7737)
rs2284551
Total 82 40 p =0.8342
Dominante GG 36 17 Referéncia
GA + AA 46 23 0.90 (0.37-2.18; p = 1.0000)
Recessivo AA 11 7 Referéncia
GA + GG 71 33 0.73 (0.25-2.05; p = 0.5917)

Fonte: Elaborado pelo autor.



Tabela 13 — Frequéncia genotipica e modelos codominante, dominante e recessivo dos

polimorfismos, segundo desfecho.

. Frequéncia
SNPs Modelo Genatipos - OR (95% CI; p)
Obito Alta
Codominante TT 10 15 Referéncia
TC 14 25 0.84 (0.29-2.36; p = 0.7951)
CcC 9 9 1.50 (0.44-5.09; p = 0.5496)
rs2250226
Total 82 40 p = 0.6007
Dominante TT 10 15 Referéncia
TC + CC 23 34 1.01 (0.38-2.64; p = 1.0000)
Recessivo CcC 9 9 Referéncia
TC+TT 24 40 1.66 (0.58-4.78; p = 0.4177)
Codominante GG 15 21 Referéncia
GA 13 22 0.82 (0.31-2.14; p = 0.8092)
AA 5 6 1.16 (0.29-4.54; p = 1.0000)
rs2236757
Total 82 40 p =0.8631
Dominante GG 15 21 Referéncia
GA + AA 18 28 0.90 (0.37-2.18; p = 0.8248)
Recessivo AA 5 6 Referéncia
GA + GG 28 43 1.28 (0.35-4.59; p = 0.7490)
Codominante TT 14 19 Referéncia
TA 13 24 0.76 (0.29-2.02; p = 0.6288)
AA 6 6 1.35 (0.36-5.11; p = 0.7409)
rs2252650
Total 82 40 p =0.9417
Dominante TT 14 19 Referéncia
TA + AA 19 29 0.88 (0.36-2.18; p = 0.8216)
Recessivo AA 6 6 Referéncia
TA+TT 27 43  1.59 (0.46-5.44; p = 0.5312)
Codominante GG 15 21 Referéncia
GA 13 22 0.82 (0.31-2.14; p = 0.8092)
AA 5 6 1.16 (0.29-4.54; p = 1.0000)
rs2284551
Total 82 40 p =0.8631
Dominante GG 15 21 Referéncia
GA + AA 18 28 0.90 (0.37-2.18; p = 0.8248)
Recessivo AA 5 6 Referéncia
GA + GG 28 43 1.28 (0.35-4.59; p = 0.7490)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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7 DISCUSSAO

Como dito anteriormente, a COVID-19 é uma doenga com um amplo espectro clinico,
podendo incluir a apresentacdo de sintomas brandos e inespecificos assim como sintomas mais
caracteristicos da doenca (BOBAN, 2021; CARFI; BERNABEI; LANDI, 2020; DHAMA et
al., 2020; FUNK; LAFERRIERE; ARDAKANI, 2020; KAUR; GUPTA, 2020; OZTURK;
TASOVA; AYAZ, 2020; SHAH et al., 2020; TAY et al., 2020). Sendo assim, comegou-se a
estudar que tipo de fatores poderiam estar associados a evolucao a gravidade da doenca. A partir
disso, relatou-se um maior acometimento da doenca grave em individuos do sexo masculino,
de idade avancada e com presenca de comorbidades (BOBAN, 2021; DHAMA et al., 2020;
FUNK; LAFERRIERE; ARDAKANI, 2020; NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, 2021;
OVSYANNIKOVA et al., 2020).

No presente estudo, os dados sociodemograficos dos pacientes, quando separados por
gravidade da doenca, apresentaram diferenca aparente. Ao comparar fatores como sexo e idade
entre pacientes com a doenca leve ou moderada e pacientes com a doenga grave, a analise
estatistica resultou em um valor de p < 0,05 demostrando diferenca significante entre esses
fatores, segundo gravidade. Em estudo realizado por Dieter et al. (2023) em Porto Alegre, 0s
fatores sexo e idade foram comparados entre pacientes com COVID-19 internados e nédo
internados em UT]I, porém apenas o sexo demonstrou diferenca significante entre os grupos. Ja
em estudo realizado no Paquistdo, onde apenas 6% da populacdo possui idade superior a 60
anos, ndo foi observada diferenca entre sexo entre pacientes assintomaticos, sintomaticos e
controles saudaveis, porém houve significancia na diferenca entre idades de pacientes leves e
de pacientes graves (MASOOQOD et al., 2021).

Segundo Bigdelou et al. (2022) a relacdo entre idade e o risco aumentado de infecgédo e
progressdo da doenca em pessoas idosas pode ocorrer devido a processos imunorreguladores,
0S quais causam uma resposta imune mais fraca, menor tolerancia a sinais inflamatérios e maior
producdo de citocinas proinflamatérias. Da mesma forma, Chen et al. (2021), ao estudar a
relacdo entre envelhecimento e COVID-19, ressaltam a importancia da desregulacdo do sistema
imune para a contribui¢do da patogénese da doenca a partir de uma patologia imune. Quando o
sistema imune tem a sua atividade desregulada é criado um ambiente préinflamatério
desbalanceado, o qual pode potencializar as respostas inflamatdrias ao virus, resultando em
elevada liberagéo de citocinas inflamatorias, podendo contribuir até mesmo com a ocorréncia
de manifestagdes sistémicas, como a neuro-COVID. Além disso, a expressao aumentada de

ECA2 pode estar associada ao processo de envelhecimento, independente do sexo, e ao uso de
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tratamentos hipertensivos, a qual pode ser considerada uma comorbidade comum entre 0s
idosos. Outro possivel fator pode ser um retardo na producéo de IFN-I ou na intensidade da
resposta gerada, devido ao envelhecimento, resultando em uma funcéo reduzida de células NK
e baixa imunidade mediada por células, comprometendo a eliminacgéo do virus (BIGDELOU et
al., 2022; CHEN et al., 2021).

Devido a limitagBes no processo de coleta de informagdes dos pacientes ndo internados
em UT], ndo foi possivel comparar a presenca de comorbidades segundo gravidade da doenca.
Porém, na literatura é estabelecido que a hipertensdo, a obesidade e a diabetes se encontram
entre as comorbidades mais comuns em pacientes com COVID-19 grave (KOMPANIYETS et
al., 2021; OVSYANNIKOVA et al., 2020). De maneira similar, no presente estudo a HAS, a
obesidade e a DM estiveram muito presentes entre 0s pacientes graves, sendo frequentes em
43,9%, 37,8% e 29,2% dessa populacdo respectivamente.

Por outro lado, ao comparar pacientes graves de diferentes desfechos (alta e 6bito), os
mesmos fatores sociodemogréficos como sexo e idade ndo apresentaram diferencas estatisticas
significantes entre 0s grupos, no presente estudo. Ainda assim, ja foi observada na literatura
uma relacdo entre esses fatores com a sobrevivéncia ou ndo dos pacientes de COVID-19. No
estudo realizado em Porto Alegre, tanto idade (p < 0,0001) quanto sexo (p = 0,004)
apresentaram significancia quando comparados entre sobreviventes e ndo sobreviventes,
considerando pacientes criticos, internados em UTI, e pacientes ndo criticos, sem internacéo
em UTI (DIETER et al., 2023). J4, em estudo realizado no México, pacientes graves foram
divididos em grupos de sobreviventes e ndo sobreviventes, demonstrando diferenca
significativa tanto para idade (p < 0,001) quanto para sexo (p = 0,018) quando comparados
entre si (FRICKE-GALINDO et al., 2022).

Quanto a relacdo do sexo do paciente a gravidade e ao desfecho clinico parece ocorrer
principalmente através da diferente producdo hormonal entre individuos do sexo masculino e
do sexo feminino. J& foi demonstrado que os hormonios andrégenos e estrégenos possuem uma
atividade imunorreguladora, podendo influenciar a imunidade inata e adaptativa. Sendo assim,
existe a hipotese de que as mulheres possuem um favorecimento na resposta a infecgdes devido
a presenca de genes importantes na resposta imune no cromossomo X, resultando em um
desbalanceamento genético que torna a sua resposta antiviral mais eficiente do que a dos
homens (BIGDELOU et al., 2022). Alem disso, a regulacdo da expressdo de proteinas
importantes no ciclo viral pode ser dependente do sexo. As mulheres possuem mais de uma

copia do gene ECA2, ja que ele esta localizado no cromossomo X, podendo gerar uma vantagem
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na regulacdo da expressdo desse gene, além de que os horménios andrégenos regulam a
expressdo do gene TMPRSS2, possibilitando maior expressdo dessa proteina nos homens
(BALKHI, 2021; OVSYANNIKOVA et al., 2020; TAY et al., 2020).

Alguns estudos tém estabelecido a ligacdo entre um aumento na taxa de letalidade da
COVID-19 quando h& a presenca de comorbidades como doencas cardiovasculares, diabetes,
doenca pulmonar cronica e hipertensdo (KOMPANIYETS et al., 2021; OZTURK; TASOVA;
AYAZ, 2020). De acordo com os dados analisados nesse estudo, ndo houve diferenca
significativa na presenca de qualquer comorbidade quando os pacientes graves foram separados
por desfecho clinico. Apesar de comorbidades como tabagismo, cardiopatias e uso de
dispositivos médicos terem se destacado no grupo O em relacdo ao grupo A quanto a frequéncia
relativa, nenhuma dessas comorbidades apresentou valor de p significante quando aplicados
testes estatisticos (0,1655; 0,0809; 0,2974, respectivamente).

Em estudo realizado em Porto Alegre, por Dieter et al. (2023), hipertenséo, diabetes,
doenca renal cronica, cancer e doenga pulmonar obstrutiva cronica demonstraram significancia
na comparacao entre sobreviventes e ndo sobreviventes. Ja no México, a presenca de doenca
respiratoria preexistente e a cardiopatia isquémica se destacaram significativamente, enquanto
que o tabagismo, a diabetes do tipo 2 e a hipertensao ndo apresentaram diferenca significativa
entre pacientes graves sobreviventes e ndo sobreviventes (FRICKE-GALINDO et al., 2022).
Na Indonésia, as comorbidades encontradas com maior frequéncia em pacientes com COVID-
19 que evoluiram a o6bito foram: a hipertensdo (42,3%); as doencas cardiovasculares (30,7%);
e a diabetes (28,2%). A obesidade esteve presente em 15,3%, destacando-se menos que outras
comorbidades nesse estudo (DJAHARUDDIN et al., 2021).

A presenca de comorbidades pode resultar numa maior taxa de letalidade devido a
diferentes mecanismos, incluindo: a desregulacdo imunoldgica, assim como a idade,
favorecendo um estado inflamatdrio (diabetes, obesidade e hipertensdo); o fornecimento de um
reservatorio para a replicacdo viral e persisténcia da infeccdo (obesidade); a desregulacdo na
expressdao de ECAZ2, a qual em diferentes momentos da infeccdo pode facilitar a instalacdo da
infeccdo ou causar disfuncdo cardiovascular (cardiopatia e hipertensdo) (BIGDELOU et al.,
2022).

A partir dos avangos nas tecnicas de biologia molecular diversos estudos passaram a ser
conduzidos a fim de avaliar a relacdo entre os genes e o desenvolvimento de doengas,
demonstrando que a variacdo genética pode estar envolvida a predisposi¢do ou a resposta a
infecgdes (CASANOVA,; ABEL, 2018; SMITH; FLODMAN, 2018; YILDIRIM et al., 2021).
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Considerando as diferentes apresentacgdes clinicas causadas pela COVID-19 e a importancia da
via do IFN-I na protegéo a infecgdes virais, as variagdes nos genes envolvidos nessa via podem
estar associadas a progressao da doenca (BECK; AKSENTIJEVICH, 2020;
OVSYANNIKOVA et al., 2020). Akter et al. (2021) utilizaram em seu estudo o banco de dados
GTEx portal, relatando que as variantes rs2250226 e rs2252650 possuem relagdo com a
expressdo do IFNAR2 no tecido pulmonar por meio da presenca de sQTL e de eQTL. Esses
SNPs néo codificantes foram utilizados no presente estudo para comparacao entre gravidade e
desfecho de pacientes com COVID-19, ndo sendo observado um resultado significativo na
comparacdo entre os grupos, tanto em relacdo a gravidade quanto em relagdo a desfecho,
quando realizada a andlise estatistica.

Ainda durante o inicio da pandemia causada pelo SARS-CoV-2, pesquisadores ao redor
do mundo decidiram compartilhar informagdes e resultados parciais de seus estudos
populacionais sobre genética do hospedeiro relacionada a COVID-19, criando o COVID-19
host genetics initiative (HGI). No site do HGI, em junho de 2021 foram liberados resultados
comparando pacientes criticos e pacientes saudaveis, onde os SNPs rs2250226 e rs2252650
apresentaram diferencas significativas, mesmo com o limiar de significancia menor (p < 5x10°
&) (COVID-19 HOST GENETICS INITIATIVE, 2020; THE COVID-19 HOST GENETICS
INITIATIVE, 2021a). Por outro lado, a comparacdo entre pacientes hospitalizados e néo
hospitalizados por COVID-19, essas variantes ndo demonstraram significancia em resultados
de janeiro de 2021 (THE COVID-19 HOST GENETICS INITIATIVE, 2021b).

Com base em alvos de gravidade divulgados pelo HGI, Schmiedel et al. (2020)
utilizaram o banco de dados DICE para verificar a expressao desses SNPs em diferentes células
do sistema imune. Nesse estudo foi identificado que a variante rs2284551 poderia alterar tanto
a expressao de IFNAR2 quanto a expressdao de ILRB10, principalmente em células NK,
podendo ter importancia na gravidade de pacientes com COVID-19. Sendo assim, no presente
estudo essa variante foi utilizada na comparacgdo entre os grupos de gravidade e de desfecho,
mas ndo demonstrou resultados significativos em ambas comparacdes. Por outro lado, assim
como as variantes anteriores, o SNP rs2284551 demonstrou diferenca significante na
comparacao entre pacientes criticos e pacientes saudaveis em resultados liberados pelo HGI em
junho de 2021, mas ndo significante entre pacientes hospitalizados e ndo hospitalizados por
COVID-19 em janeiro de 2021 (THE COVID-19 HOST GENETICS INITIATIVE, 2021a,
2021b).
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Pairo-Castineira et al. (2020) comparou em seu estudo casos criticos de COVID-19 de
UTIs do Reino Unido com pacientes hospitalizados, recrutados através do Consorcio
Internacional de Infec¢bes Respiratorias Agudas Graves, a fim de identificar variantes genéticas
no hospedeiro associadas a doenca critica. Apesar do SNP rs2236757 ter demonstrado diferenca
significante na populagdo analisada por Pairo-Castineira et al. (2020) no presente estudo a
diferenga entre os grupos estudados néo foi significante. Por outro lado, esse alvo foi utilizado
na populacdo mexicana na comparacdo entre desfecho clinicos de pacientes com COVID-19
grave, onde o seu modelo codominante ndo apresentou significancia, mas o seu modelo
dominante demonstrou diferenca significante. Observando os dados desse estudo também é
possivel ver uma diferenca significativa na presenca de cada alelo individualmente, inferindo-
se uma possivel relacdo entre o alelo A e a ocorréncia de 6bito na populacdo (FRICKE-
GALINDO et al., 2022). Em estudo realizado na populacdo brasileira, esse alvo também foi
avaliado na comparacéo de desfecho entre pacientes com COVID-19, porém a diferenca s6 foi
considerada significante ap0s ajuste para fatores que se mostraram importantes na determinacao
da gravidade e do desfecho da doenca, como sexo, idade e etnia. Dessa forma, a homozigose
para o alelo A na variante rs2236757 foi associada tanto ao risco de admissdo em UTI quanto
ao risco de 6bito em pacientes ndo brancos, apos ajuste para sexo e idade (DIETER et al., 2023).
Por outro lado, a comparacao entre pacientes hospitalizados e ndo hospitalizados por COVID-
19 nos estudos presentes no HGI, ndo demonstrou significancia em resultados de janeiro de
2021 (THE COVID-19 HOST GENETICS INITIATIVE, 2021b).

A partir dos resultados encontrados no estudo realizado por Dieter et al. (2022) é
possivel perceber a importancia do tratamento dos dados, principalmente na presenca de fatores
confundidores, como foi feito pelos pesquisadores, para que se possa chegar a um resultado
representativo e significante. Como o presente estudo foi realizado com pequena amostragem,
a remocdo desses fatores se mostrou inaplicavel para alcancar um resultado representativo,
deixando o questionamento se apds o tratamento desses dados haveria significancia no
resultado.

Recentemente, alguns estudos tem analisado a importancia da concentracdo de IFNAR
soluvel (sIFNAR) no soro de pacientes para a progressao de gravidade da doenca. Yaugel-
Novoa et al. (2023) compararam em seu estudo as concentracdes de IFNAR1 e IFNAR2 entre
pacientes de COVID-19 com diferentes gravidades na populacdo francesa, sendo observado
que as concentracdes de IFNAR1 aparentaram ser inversamente proporcionais a gravidade da

doenga, enquanto as concentragdes de IFNAR2 aumentaram em pacientes com COVID-19
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grave. Essa maior concentracdo de IFNAR2 pode estar relacionada a mecanismos de escape do
virus a resposta imune, interferindo na ativacdo dessa via, 0 que estimula o organismo a
produzir mais receptores para responder a infeccdo (YAUGEL-NOVOA et al., 2023). De
maneira similar, Fricke-Galindo et al. (2023) procurou em seu estudo por uma associa¢do entre
0s niveis plasméticos de sIFNAR2 e desfecho clinico em pacientes com COVID-19 grave na
populacdo mexicana. Pacientes sobreviventes apresentaram maior concentracdo de sIFNAR2
em relacdo a pacientes ndo sobreviventes, sendo um possivel marcador de mortalidade entre
pacientes graves. Os resultados desses estudos enfatizam a importancia da via do IFN-I e
principalmente da expressédo do IFNAR2 na progressao da doenga.

Além disso, outras variantes do gene IFNAR2 (rs3153, rs2834158 e rs1051393) também
ja foram estudadas e apresentaram possivel associacdo ao risco de mortalidade. As variantes
rs3153 e rs2834158 se encontram em regibes intrénicas, assim como a rs2236757. Ja a
rs1051393 é uma variante missense que muda o décimo aminoacido de fenilalanina para valina,
localizado na regido do peptideo de sinal, afetando o trafego do receptor pela membrana
(DIETER et al., 2023).

Apbs distribuicdo dos genotipos, o0 modelo codominante ndao demonstrou valores
estatisticos significantes para associar algum gendtipo ao risco de gravidade ou de 6bito pela
doenca. Sendo assim, os modelos dominante e recessivo foram determinados a fim de investigar
mais profundamente se a presenca do alelo dominante ou recessivo poderia estar associada ao
risco de gravidade ou de ébito pela doenca. Apesar disso, esses modelos também nao
demonstraram valores estatisticos significantes para qualquer dessas associa¢oes.

A comparacdo dos gendtipos entre 0os SNPs do gene IFNAR2 demonstrou desequilibrio
de ligacdo entre eles, sendo de menor intensidade na variante rs2250226. Similarmente, Fricke-
Galindo et al. (2022) estudaram diferentes SNPs nesse gene (rs2236757, rs2229207, rs3153,
rs1051393 e rs2834158), verificando, a existéncia de desequilibrio de ligacao entre eles, com
excecdo do rs2236757 que nao obedeceu ao equilibrio de Hardy-Weidenberg nessa populacgéo.

Por fim, Masood et al. (2021) fizeram uma analise de transcriptoma em pacientes de
COVID-19 sintomaéticos e assintomaticos, a fim de identificar biomarcadores precoces no
hospedeiro associados a doenca. Nos resultados, perceberam que 0s pacientes assintométicos
apresentavam uma resposta de IFN-I maior que os pacientes sintomaticos, indicando a
importancia da maior producdo dessas moléculas para apresentagdo mais branda da doenca e

melhor desfecho clinico, assim como ja fora sugerido por estudos anteriores.
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Apesar de néo ter encontrado significancia nos resultados ao comparar a presencga dos
polimorfismos nos diferentes grupos, houveram dificuldades no andamento do estudo que
podem ter limitado a andlise de dados, como foi mencionado a correcdo dos fatores
confundidores. Além disso, outras limitaces como incapacidade de acessar novos resultados
emitidos pelo HGI, deixando a apresentacdo de dados mais atualizados comprometida na
discussdo. A principal limitacdo do estudo foi relativa a captacdo de amostras, por questdes de
possiveis viés na populacdo, que se apresentaram durante o periodo, como a vacinacao.
Portanto, mesmo que o ideal fosse que o grupo leve/moderado tivesse um nimero pacientes
proximos ao grupo grave e que ambos fossem provenientes do mesmo hospital, essa foi a

possibilidade que nos foi apresentada.

8 CONCLUSAO

e Individuos do sexo masculino apresentam maior risco de gravidade para doenga.

¢ Individuos com idade maior ou igual a 60 anos apresentam maior risco de gravidade
para doenca.

e Fatores como sexo e idade ndo estdo associados ao risco de evolucao a 6bito pela doenca
na coorte de estudo.

¢ Nenhuma comorbidade foi associada ao risco de evolucéo a 6bito pela doenca na coorte
de estudo.

¢ Nenhum sintoma foi associado ao risco de evolucgdo a ébito pela doenca na coorte de
estudo.

e Os SNPs rs2250226, rs2236757, rs2252650 e rs2284551 ndo mostraram associagdo ao
risco de gravidade ou de evolucdo a 6bito pela doenca.

e Os SNPs rs2250226, rs2236757, rs2252650 e rs2284551 se encontram em desequilibrio
de ligacéo na populacdo estudada.

e Os SNP rs2250226 esta retornando ao equilibrio de combinacao alélica com os outros
polimorfismos na populagéo estudada, devido a menor intensidade do desequilibrio de

ligacgéo.
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ANEXO A — ARTIGOS CIENTIFICOS
ARTIGO SUBMETIDO

Coronavirus disease 2019 (COVID-19) is an infectious disease caused by the
coronavirus SARS-CoV-2. According to the World Health Organization (WHO) there
have been over 600 million cases and over 6 million deaths caused by this disease
worldwide. The severity of COVID-19 division is based on the symptoms presented by
the patient and is divided as asymptomatic, mild, moderate, severe and critical.
Disease manifestations are interconnected with genetic variations. The innate
immunity is the quickest response of the organism against viruses. Type | interferon
pathway is essential for antiviral responses due to viral replication inhibition in infected
cells and adaptive immunity stimulation induced by interferon molecules. Thus,
variants in type | interferon pathway’s genes are being studied on different COVID-19
manifestations. In conclusion, the knowledge of variants in type | interferon pathway’s
genes are crucial for understanding the severity progression of COVID-19.

Keywords: COVID-19; Type | interferon; Single Nucleotide Polymorphisms
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