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RESUMO

O SARS-CoV-2, que causou a pandemia de covid-19, é¢ um virus que afeta principalmente o
sistema respiratorio, com evidéncias de tropismo para outros 6rgdos. As manifestagdes da
doenca sdo divididas em termos de gravidade: na forma leve os principais sintomas incluem,
coriza, dor de garganta, e tosse acompanhadas ou nao de febre, dor muscular, perda do olfato,
perda do paladar, dor de cabeca, fadiga; na forma moderada pode haver pneumonia sem
complicacdes a febre didria persistente, tosse persistente, piora de prostracdo e da perda de
apetite; a forma grave ¢ evidenciada pela Sindrome Respiratoria Aguda Grave; e forma critica
¢ caracterizada por faléncia respiratoria grave, pneumonia grave, disfungdo em varios o0rgaos,
sindrome do desconforto respiratério agudo, internagdo em UTI e necessidade de suporte
respiratorio. No Brasil, a covid-19 resultou em mais de 37 milhdes de casos e mais de 700.000
mortes. A patogénese da doenga que o SARS-CoV-2 causa ndo s6 envolve lesdo celular direta
pela replicacdo, mas também uma producao excessiva de citocinas pro-inflamatoérias, levando
a uma inflamagdo generalizada e dano tecidual. A literatura evidencia o papel das variagdes
genéticas no hospedeiro e a sua consequéncia na evolu¢do de doengas virais; o estudo de
variabilidade genética de citocinas associadas com a tempestade de citocinas nos permite
entender e identificar os alelos e gen6tipos de risco para esta condi¢ao na populacao inclusa.
Este estudo investigou o papel dos polimorfismos de nucleotideo tnico na gravidade e
desfecho clinico da covid-19 em pacientes do Estado do Cear4, recrutados no ano de 2021. A
populagdo de estudo foi dividida em dois grupos, ambos ndo vacinados: grave (n=82) e
Leve/Moderado (n=40). O grupo Grave foi subdividido em pacientes que evoluiram para
obito (n=33) e aqueles que receberam alta hospitalar (n=49). As amostras de sangue total
foram coletadas e o DNA foi extraido, quantificado e em seguida padronizado. A
genotipagem dos SNPs foi realizada utilizando a técnica de reacdo em cadeia da polimerase
em tempo real com sondas de hidrolise TagMan™. Foram analisados os seguintes SNPs: IL 6
(rs1800795), TNF (rs1800629), IL-1B (rs1143627), IL-10 (rsi800872), e IL-17A
(rs3819025). A frequéncia relativa foi analisada por meio dos testes exato de Fisher ou qui-
quadrado de Pearson critério p menor (<) que 0,05. A regressao logistica bindria foi utilizada
para prever a gravidade da doenga com base nas comorbidades e alelos. Além disso, também
foi aplicada para prever a gravidade considerando a interagdo entre as comorbidades e os
alelos polimorficos, usando critério p <0,05. Finalmente, a regressdo logistica binaria foi
empregada para prever a ocorréncia de Obitos com base nas comorbidades e alelos. Uma

diferenca de frequéncia foi observada em relacao ao sexo nos grupos Grave e Leve/Moderado



(p= 0,0009). No entanto, ndo foi encontrada diferenga em relagdo ao sexo e ao desfecho (p=
0,4899). Indicando que o sexo masculino tem maior suscetibilidade a forma grave da doenca.
Foi evidenciada uma diferenca em relagao a idade no grupo Grave e Leve/Moderado (p=
<0,0001), assim como entre idade e desfecho (p= 0,0411). Isso sugere que, com o avanco da
idade, aumentam as chances de desenvolvimento da forma grave da doenca e de evolucao
para Obito. Nenhum polimorfismo foi associado a gravidade e ao desfecho clinico nos
modelos codominante, dominante e alélico (p= >0,05). Os individuos com a forma
leve/moderada da doenca apresentaram uma alta frequéncia de individuos sem Hipertensao
Arterial Sistémica em comparacdo com os demais grupos (p= 0,013), mas ndo houve
significancia para Diabetes Mellitus (p= 0,117). A regressao logistica binéria evidenciou que
o modelo da Hipertensdo Arterial Sistémica foi significativo, indicando que os pacientes com
esta comorbidade tém mais de quatro vezes mais chances de desenvolver a forma grave da
covid-19 (p = 0,003; OddsRatio= 4,42; IC 95%= 1,7 — 11,7). Também evidenciou uma
interacao entre Hipertensdo Arterial Sist€émica e Diabetes Mellitus. Os pacientes com ambas
as comorbidades t€ém mais de dez vezes mais chances de evoluir para a forma grave da covid-
19 (p= 0,025; OddsRatio= 10,52; IC 95% 1,35 — 81,99). Foi observada uma interacdo entre a
Hipertensdo Arterial Sistémica e o alelo C do rs/800795, o que aumenta em pouco mais de
sete vezes a chance de desenvolver a forma grave da covid-19 (p= 0,011; OddsRatio= 7,09;
IC 95%= 1,58 — 31,84). Também houve interacdo com o alelo G do rs/800872, aumentando
em mais de trés vezes a chance de evolucdo para a forma grave da doenga (p= 0,015;
OddsRatio= 3,65; IC 95%= 1,29 — 10,35). Além disso, ocorreu uma interagdo com o alelo A
do rs1143627, aumentando em mais de oito vezes as chances de desenvolver a forma grave da
covid-19 (p= 0,004; OddsRatio= 8,92; IC 95%= 2,0 — 39,78). A regressao logistica binaria
ndo revelou significancia para prever o 0bito com base nas comorbidades e alelos (p=>0,05).
Em conclusdo, o sexo masculino ¢ um fator que aumenta a predisposi¢do a forma grave da
covid-19. Além disso, a idade ¢ um fator que aumenta a predisposi¢do tanto a gravidade da
doenca quanto a evolucdo para o oObito. O diagnostico de Hipertensdo Arterial Sistémica
aumenta os riscos de desenvolver a forma grave da covid-19. Se o paciente também tiver
Diabetes Mellitus, o risco aumenta significativamente. Além disso, a presenga de Hipertensao
Arterial Sistémica e os alelos C da IL-6, G da IL-10 e A da IL-1pB também aumentam a
predisposicao para a gravidade da covid-19. Portanto, ¢ crucial monitorar de perto os

pacientes com essas condigdes e alelos.

Palavras-chave: covid-19. Resposta imune. Polimorfismo de nucleotideo unico. Citocinas.



ABSTRACT

The SARS-CoV-2, which caused the COVID-19 pandemic, is a virus that primarily affects
the respiratory system, with evidence of tropism for other organs. The manifestations of the
disease are divided in terms of severity: in the mild form, the main symptoms include runny
nose, sore throat, and cough accompanied or not by fever, muscle pain, loss of smell, loss of
taste, headache, fatigue; in the moderate form, there may be pneumonia without
complications, persistent daily fever, persistent cough, worsening of prostration and loss of
appetite; the severe form is evidenced by Acute Respiratory Distress Syndrome; and the
critical form is characterized by severe respiratory failure, severe pneumonia, dysfunction in
various organs, acute respiratory distress syndrome, ICU admission, and need for respiratory
support. In Brazil, COVID-19 resulted in more than 37 million cases and more than 700,000
deaths. The pathogenesis of the disease that SARS-CoV-2 causes not only involves direct
cellular injury by the replication, but also an excessive production of pro-inflammatory
cytokines, leading to widespread inflammation and tissue damage. The literature highlights
the role of genetic variations in the host and their consequence in the evolution of viral
diseases; the study of genetic variability of cytokines associated with the cytokine storm
allows us to understand and identify the risk alleles and genotypes for this condition in the
included population. This study investigated the role of single nucleotide polymorphisms in
the severity and clinical outcome of COVID-19 in patients from the State of Cear4, recruited
in the year 2021. The study population was divided into two groups, both unvaccinated:
severe (n=82) and Mild/Moderate (n=40). The Severe group was subdivided into patients who
evolved to death (n=33) and those who were discharged from the hospital (n=49). Whole
blood samples were collected and DNA was extracted, quantified and then standardized. The
genotyping of the SNPs was performed using the real-time polymerase chain reaction
technique with TagMan™ hydrolysis probes. The following SNPs were analyzed: IL 6
(rs1800795), TNF (rs1800629), IL-1B (rs1143627), IL-10 (rs1800872), and IL-17A
(rs3819025). The relative frequency was analyzed through Fisher’s exact tests or Pearson’s
chi-square test criterion p less (<) than 0.05. Binary logistic regression was used to predict
disease severity based on comorbidities and alleles. In addition, it was also applied to predict
severity considering the interaction between comorbidities and polymorphic alleles, using
criterion p <0.05. Finally, binary logistic regression was employed to predict the occurrence
of deaths based on comorbidities and alleles. A frequency difference was observed in relation

to sex in the Severe and Mild/Moderate groups (p= 0.0009). However, no difference was



found in relation to sex and outcome (p= 0.4899). Indicating that males have a higher
susceptibility to the severe form of the disease. A difference was evidenced in relation to age
in the Severe and Mild/Moderate group (p= <0.0001), as well as between age and outcome
(p= 0.0411). This suggests that, with advancing age, the chances of developing the severe
form of the disease and of evolving to death increase. No polymorphism was associated with
severity and clinical outcome in the codominant, dominant and allelic models (p= >0.05).
Individuals with the mild/moderate form of the disease presented a high frequency of
individuals without Systemic Arterial Hypertension compared to the other groups (p= 0.013),
but there was no significance for Diabetes Mellitus (p= 0.117). Binary logistic regression
evidenced that the Systemic Arterial Hypertension model was significant, indicating that
patients with this comorbidity have more than four times more chances of developing the
severe form of COVID-19 (p = 0.003; OddsRatio= 4.42; CI 95%= 1.7 — 11.7). It also
evidenced an interaction between Systemic Arterial Hypertension and Diabetes Mellitus.
Patients with both comorbidities have more than ten times more chances of evolving to the
severe form of COVID-19 (p= 0.025; OddsRatio= 10.52; CI 95% 1.35 — 81.99). An
interaction was observed between Systemic Arterial Hypertension and the C allele of
rs1800795, which increases by just over seven times the chance of developing the severe form
of COVID-19 (p= 0.011; OddsRatio= 7.09; CI 95%= 1.58 — 31.84). There was also
interaction with the G allele of rs1800872, increasing by more than three times the chance of
evolution to the severe form of the disease (p= 0.015; OddsRatio= 3.65; CI 95%= 1.29 —
10.35). In addition, there was an interaction with the A allele of rs1143627, increasing by
more than eight times the chances of developing the severe form of COVID-19 (p= 0.004;
OddsRatio= 8.92; CI 95%= 2.0 — 39.78). Binary logistic regression did not reveal significance
to predict death based on comorbidities and alleles (p= >0.05). In conclusion, the male sex is
a factor that increases the predisposition to the severe form of COVID-19. In addition, age is a
factor that increases the predisposition to both the severity of the disease and the evolution to
death. The diagnosis of Systemic Arterial Hypertension increases the risks of developing the
severe form of COVID-19. If the patient also has Diabetes Mellitus, the risk significantly
increases. In addition, the presence of Systemic Arterial Hypertension and the C alleles of IL-
6, G of IL-10 and A of IL-1p also increase the predisposition to the severity of COVID-19.

Therefore, it is crucial to closely monitor patients with these conditions and alleles.

Keywords: COVID-19. Immune response. Single nucleotide polymorphism. Cytokines.
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1 INTRODUCAO

Em Wuhan, China, no dia 12 de dezembro de 2019, surgem casos de pessoas com
manifestagdes de uma doencga atipica semelhante a uma pneumonia. No dia 31, o Escritorio
Nacional da Organizacdo Mundial da Saude (OMS)/World Health Organization (WHO) na
China ¢ informado sobre um agente etiologico desconhecido causador de casos de pneumonia.
Posteriormente, ¢ descoberto que um novo coronavirus ¢ responsavel por esses casos
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2023). O virus se espalha
para 18 paises e a OMS declara Emergéncia de Satde Publica de Importancia Internacional
no dia 30 de janeiro (OPAS, 2020). Dia 11 de mar¢o de 2020 ¢ declarado estado de pandemia
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2023). SARS-CoV-2 ¢
oficializado como o nome do virus devido a sua semelhanga genética ao SARS-CoV-1
(WHO, 2023a).

O Brasil confirmou seu primeiro caso em 26 de fevereiro de 2020 (BRASIL, 2020). A
campanha de vacinagdo comecou em janeiro de 2021, alcangando uma cobertura significativa
em um ano, com mais de 300 milhdes de doses aplicadas (FUNDACAO OSWALDO CRUZ,
2022). Em maio de 2023, a Organizagdo Mundial da Satde declarou o fim da emergéncia
global de saude do SARS-CoV-2 (WHO, 2023b).

A transmissdo do SARS-CoV-2 ocorre principalmente através do sistema respiratorio,
seja por meio de aerossol suspensao no ar ou goticulas (MEYEROWITZ et al., 2021). A
infec¢do ocorre quando particulas infecciosas sdo inaladas ou entram em contato com as
mucosas do rosto. Além disso, o toque em superficies contaminadas seguido de contato das
maos com os olhos, nariz ou boca também pode resultar em infeccdo. A disseminag¢do do
virus ocorre principalmente em locais fechados e com grande aglomeragao de pessoas, onde a
proximidade entre os individuos facilita a transmissdo, especialmente em ambientes com
ventilagdo insuficiente. (WHO, 2021).

O SARS-CoV-2 provavelmente comeca a invadir o corpo pelas células na traqueia,
nasofaringe ou na mucosa nasal. A nao eliminacao do virus permite que ele atinja o sistema
respiratorio inferior. Alternativamente, o virus pode iniciar a infec¢do no sistema respiratorio
inferior, onde os pneumocitos tipo II podem ser alvos da infec¢do, promovendo assim a
inflamacao (LAMERS; HAAGMANS, 2022). Nota-se, no entanto, a capacidade do virus de
infectar outras células (DOMINGO et al., 2020).

Na infec¢do pelo SARS-CoV-2, células como macréfagos, mondcitos e células
dendriticas sdo atraidas para os pulmdes, seguidas pela migragdo de linfocitos T especificos

para o virus. Isso resulta em um aumento do influxo de células imunolégicas e produgdo de
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citocinas pro-inflamatorias. Embora a maioria das pessoas elimine o virus com sucesso,
alguns pacientes podem desenvolver uma resposta imunologica desregulada, levando a
tempestade de citocinas, uma condi¢ao potencialmente letal caracterizada por hiperinflamagao
¢ manifestacdes clinicas variadas (BEIGEL; UYEKI, 2023; YANG, L. et al., 2021).

Pesquisas indicam que varia¢des genéticas no hospedeiro podem aumentar ou reduzir
a suscetibilidade a doengas virais, essas variagdes podem ocorrer em receptores reconhecidos
pelo virus ou em fatores de transcrigao, por exemplo (KENNEY et al., 2017). Nesse contexto,
os Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs) que ocorrem em genes do sistema
imunoldgico ja& foram estudados por sua influéncia na doenga causada pelo Influenza A
(NOGALES; DEDIEGO, 2019). Os SNPs em diversos genes do sistema imunologico também
foram estudados no contexto de doengas respiratorias causadas por virus (FORBESTER;
HUMPHREYS, 2021).

Este estudo tem como objetivo principal investigar as variacdes genéticas,
especificamente os SNP, presentes em genes de citocinas que desempenham um papel crucial
na tempestade de citocinas observada na covid 19. A inten¢do foi determinar se essas
variagdes genéticas sdo um fator significativo na populagdo do Ceara, recrutada para o estudo
no ano de 2021, em pacientes ndo vacinados. A compreensdo dessas variagdes pode fornecer
achados valiosos sobre a suscetibilidade individual a tempestade de citocinas e,
consequentemente, a gravidade da covid-19. Além disso, pode abrir caminho para estratégias

de tratamento mais personalizadas e eficazes.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Caracteristicas gerais do SARS-CoV-2

O Coronavirus 2 Causador de Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS-CoV-2) ¢
o agente etiologico causador da doenga do coronavirus de 2019 (covid-19). O SARS-CoV-2 ¢
pertencente a familia Coronaviridae e ao género Betacoroavirus da linhagem B (ZHU et al.,
2020). A sua sequéncia ¢ 79% idéntica ao do SARS-CoV-1 e 53% ao do Coronavirus da
Sindrome Respiratéria do Oriente Médio (PADHAN; PARVEZ; AL-DOSARI, 2021). Sendo
filogeneticamente mais proximo ao SARS-CoV-1 (ZHOU et al., 2020)

O SARS-CoV-2 possui um genoma que ¢ uma fita simples de RNA de sentido
positivo. Este genoma contém 14 quadros de leitura aberta (ORFs) e codifica um total de 29
proteinas. Dessas, nove sdo proteinas acessorias, 16 sdo nao estruturais (nsp) € quatro sao
estruturais. As quatro proteinas estruturais sao importantes para a montagem da particula viral
e sdo: Spike (S), Nucleocapsideo (N), Membrana (M) e Envelope (E). As ORFs la e 1b
codificam as 16 nsps, que sdo importantes para a sintese de RNA viral (BAI; ZHONG; GAO,
2021).

Figura 1 — A estrutura da particula do SARS-CoV-2 e os genes codificantes.
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Legenda: Virion do SARS-CoV-2 e o genoma. O virion ¢ composto por quatro proteinas estruturais: a proteina
Spike, a do Envelope, a da Membrana ¢ a do Nucleocapsideo, ¢ o genoma viral, que é um RNA de fita simples
de senso positivo. O genoma viral possui o ORFla, que codifica as proteinas ndo estruturais de 1 até¢ 11; e a
ORF1b, que codifica as proteinas ndo estruturais de 12 até 16. O genoma também codifica as quatro proteinas

estruturais e nove acessorias. Fonte: Modificado de Pizzato et al. (2022).

A proteina S desempenha o papel de reconhecimento do receptor, além de se ligar a
célula alvo e promover a fusdo. Por conta dessas caracteristicas, ela se torna um alvo
interessante para o desenvolvimento de medicamentos antivirais (HUANG et al., 2020). A
proteina S ¢ uma glicoproteina encontrada na superficie do envelope viral e possui duas
subunidades: S1 e S2. A subunidade S2 contém um peptideo de fusdo e dois dominios de
repeticdo heptadica (HR 1 e 2), utilizados para o processo de fusdo. Enquanto isso, a
subunidade S1 possui o dominio de ligacdo ao receptor (RBD) ¢ o dominio N-terminal
(NTD). Por meio da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2), a proteina S reconhece e
se liga a essa molécula, o que permite o inicio da entrada do virus na célula alvo (WRAPP et
al., 2020; ASLAM et al., 2023). Inclusive com maior afinidade ao ECA2 do que o do SARS-
CoV-1 (WRAPP et al., 2020).

Para que o SARS-CoV-2 consiga penetrar na célula-alvo, sdo necessarios dois
processos de clivagem na proteina S o primeiro se da na intersec¢do das subunidades S1 e S2,
que ocorre durante a maturacdo da particula viral, enquanto o segundo ocorre dentro da
subunidade S2, mais precisamente na regido S2°, quando a proteina S se liga ao ECA2
(JACKSON et al., 2021).

Quando a proteina S se liga 8 ECA2, ocorrem mudangas conformacionais que expdem
o sitio S2'. Os eventos subsequentes dependem da presenga ou auséncia da protease
transmembranar de serina 2 (TMPRSS2). Na auséncia ou quantidade limitada de TMPRSS2,
impedindo que o virion-ECA2 encontre a protease, o virion-ECA2 ¢ endocitado via clatrina,
formando o endossomo. O endossomo ¢ acidificado, o que permite que as catepsinas clivem o
sitio S2°, dissociando a S1 de S2 e expondo o peptideo de fusdo (JACKSON et al., 2021)..

A dissociagdo provoca alteragdes conformacionais na S2, especialmente na HR1, que
“empurra” o peptideo de fusdo para a membrana da célula. Isso resulta na fusdo com a
membrana celular, criando um poro de fusdo. Através deste poro, ocorre a liberagdo do
genoma viral dentro da célula onde ird acontecer o desnudamento e o processo de replicacao.

Ja quando a TMPRSS2 esté presente na superficie da célula, a clivagem do sitio S2' ocorre na
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superficie celular, permitindo a fusdo imediata e a liberacdo do genoma viral dentro da célula

(JACKSON et al., 2021). Esses processos podem ser visualizados na Figura 2.

Figura 2 — Liga¢do e penetragdo do SARS-CoV-2 na célula-alvo
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Legenda: Ligacao ao ECA2 e penetragdo do SARS-CoV-2. Via endossomal: A particula viral, ao se ligar ao
ECA2 e ndo encontrar a presenga de TMPRSS2 nas proximidades, ¢ endocitada via clatrina, formando o
endossomo. A acidificag@o do endossomo permite que as catepsinas cleavem o sitio S2°, separando S1 de S2 e
expondo o peptideo de fusdo. Essa separagdo muda a estrutura 3D da S2, fazendo com que o peptideo de fusdo
seja “empurrado” para a membrana da célula, resultando na fusdo com a membrana, o que cria um poro de fusdo
por onde ocorre a liberagdo do genoma viral no citosol. Via entrada na superficie: caso o virion-ECA2 encontre o
TMPRSS2, ocorre a clivagem no sitio S2” na superficie da célula, ocorrendo a fusdo imediata ¢ liberagdo do

genoma viral no citosol. Fonte: Modificado de JACKSON et al.,(2021)

Nesse sentido, a compreensdo das estruturas presentes na proteina S € essencial para o
progresso de novas abordagens no combate a doenga, especialmente diante da variabilidade
das diferentes cepas. A comparagdo entre a proteina em diversas variantes ¢ uma ferramenta
vital, permitindo uma investigagdo mais aprofundada e criteriosa que ¢ fundamental para o

desenvolvimento de terapias e vacinas eficazes contra a covid-19 (ASLAM et al., 2023).
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Ja em relacdo a proteina E, ela possui papel na patogéneses e maturagao viral (YANG
et al., 2022). Os canais seletivos de ions cationicos, que sdo formados por esta viroporina, se
organizam na membrana lipidica do compartimento intermediario do reticulo endoplasmatico
de Golgi. Além disso, a resposta inflamatoria da célula hospedeira ao virus esta vinculada a
esses canais (XIA et al., 2021; SOMBERG et al., 2022).

Os inibidores de canal demonstraram eficacia contra o SARS-CoV-2, além de uma
notavel atividade de protecdo celular in vitro. Tais agdes estavam intrinsecamente ligadas a
inibi¢do do canal da proteina E. Diminuic¢ao da inflamag¢ao foi evidenciado apds intervengao
com os inibidores (XIA et al., 2021). Fungdes cruciais como replicacdo, brotamento e
empacotamento do RNA viral sdo desempenhadas pela proteina N (WANG, Y. et al., 2023).

A proteina N causa uma resposta robusta e disseminada de anticorpos ¢ desencadeada
por ser um potente ativador do sistema imunologico, e estd em alta concentragdo durante
infeccoes agudas (VANDERVAART et al., 2023) Os anticorpos especificos em questdo sao
potenciais indicadores de infecgdes passadas, uma vez que as vacinas nao os t€ém como alvo
(CLARKE et al., 2022). A proteina M, que € a mais abundante no envelope viral, desempenha
um papel fundamental na montagem viral; ela coordena e encaminha as proteinas estruturais
para os locais de brotamento. E postulado que haja interagdes com o genoma viral e outras
proteinas estruturais devido ao seu dominio citosolico carregado positivamente (A DOLAN et
al., 2022).

Os tecidos que sdo considerados de risco elevado de infec¢do possuem uma proporgao
de expressao de ECA2 superior a 1%. Entre eles, temos o tecido cardiaco, com mais de 7,5%
0 pulmao, com mais de 1%, rim com 4%, o trato respiratério inferior, com 2% (ZOU et al.,
2020; SHEN et al., 2023) Exemplos de células que o virus ¢ capaz infectar incluem: células
alveolares tipo II (pulmdes), células epiteliais no tibulo distal e nos ductos coletores (rins),
células epiteliais na mucosa e nas glandulas (intestinos) (LIU, J. et al, 2021). Além de

linfécitos B e monocitos (PONTELLI et al., 2022).

2.2 Covid-19

A covid-19 pode ser apresentar de varias formas, desde forma assintomadtica, leve,
moderada, até casos mais graves e criticos. O Ministério da Saude classifica aqueles com
sintomas leves, que podem incluir manifestagdes clinicas, como: dor de garganta, coriza,
tosse, podendo ser acompanhados por diarreia, febre, dor muscular, cansaco, dor de cabecga,
dor abdominal, perda do olfato, perda do paladar e/ou calafrios. A forma moderada da doenga

pode variar desde manifestagdes leves, como a persisténcia da tosse e febre diaria de carater
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persistente, até uma piora progressiva da fraqueza muscular, diarreia, redu¢do do apetite,
prostracdo e presenca de pneumonia sem complicacdes (BRASIL, 2023a). Segundo o
National Institute of Health (NIH), ¢ considerada moderada quando a saturagdo periférica de
oxigénio ¢ igual ou superior a 94% e ha evidéncia de doenca no sistema respiratorio inferior,
seja por exames de imagem ou exame clinico. Devido ao risco de rapida piora nesse grupo,
deve-se monitorar esse grupo (NIH, 2023).

A condicao grave ¢ evidenciada pela Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG),
que se manifesta como um quadro gripal com saturagdo periférica de oxigénio inferior a 95%,
ou labios/rosto com tonalidade azulada, ou dificuldade/desconforto para respirar ou pressao
continua no peito (BRASIL, 2023a). Para a NIH, os casos graves apresentam PaO2/FiO2
<300 mm Hg, infiltrados pulmonares >50%, saturacdo periférica de oxigénio inferior a 94%
em ar ambiente ao nivel do mar, ou uma frequéncia respiratdria superior a 30 respiragdes por
minuto. Sendo necessaria hospitalizacdo e assisténcia respiratéria (NIH, 2023). Para casos
criticos ha presenca de faléncia respiratéria aguda, pneumonia grave, disfuncdo em varios
orgaos, sepse, sindrome do desconforto respiratdrio agudo, internacao nas unidades de terapia
intensiva (UTI), demanda por assisténcia respiratoria (BRASIL, 2023a). NIH complementa
com agravamento de condi¢des médicas adicionais preexistentes, resposta inflamatoria
exagerada, doenga trombotica, e choque séptico causado por virus (NIH, 2023).

Foi evidenciado que a forma grave estd associada a niveis elevados de neutréfilos e
leucocitos, creatinina quinase, proteina C-reativa (PCR) de alta sensibilidade, troponina I de
alta sensibilidade, interleucina (IL) 6, D-dimero e alta taxa de sedimentagdo de eritrdcitos,
bem como niveis baixos de linfécitos e hemoglobina, quando comparado com a forma leve da
doenca. Cardiopatia, hipertensao, diabetes mellitus, e doenca respiratoria cronica foram
associadas a gravidade (MUDATSIR et al., 2021). O sexo masculino também ja foi
evidenciado como possuindo predisposicdo para evolucdo ao 6bito e internacdo em UTI
(PECKHAM et al., 2020)

Biomarcadores para avaliar a evolugdo da covid-19, incluem: hematologicos:
amplitude de distribuicdo dos globulos vermelhos, contagens de neutréfilos e linfocitos,
ferritina, D-dimero, e razdo de neutrofilos linfécitos; lesdo pulmonar: Krebs von den Lungen-
6; cardiacos: mioglobina, troponina, e creatina quinase Forma MB; imunolédgicos e
inflamatoérios: IL-6, PCR, e procalcitonina (SEMIZ, 2022). As diferentes categorias de
gravidade das manifestagdes clinicas na covid-19 e observagdes adicionais podem ser vistas

na Tabela 1.
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Tabela 1 — Manifestagdes clinicas das diferentes gravidades na covid-19.

Gravidade Manifestacdes clinicas Observagdes
Assintomatico Auséncia. --
Leve Dor de garganta, coriza, tosse, podendo ser acompanhados por --

diarreia, febre, dor muscular, cansago, dor de cabega, dor

abdominal, perda do olfato, perda do paladar e/ou calafrios.

Moderado Envolve desde de persisténcia da tosse e febre diaria de carater ~ Ha evidéncia de doenca
persistente, até uma piora progressiva de fraqueza muscular, no sistema respiratdrio
diarreia, apetite diminuido, prostragdo desenvolvimento de inferior.
pneumonia sem sinais de complicagdes. Risco de rapida piora

nesse grupo, deve-se
monitorar esse grupo.
Grave SRAG. Comorbidades aumentam
Pa0O2/FiO2 <300 mm Hg, infiltrados pulmonares >50%, saturagdo  risco de gravidade.

periférica de oxigénio inferior a 94% em ar ambiente ao nivel do

mar, ou uma frequéncia respiratéria superior a 30 respiragdes por Necessidade de
minuto hospitalizagéo e
Critico Faléncia respiratoria aguda, pneumonia grave, disfun¢do em varios assisteéncia respiratoria.

orgdos, sindrome do desconforto respiratério agudo, sepse,

internacdo em UTI, necessidade de assisténcia respiratoria. PCR, IL-6,
Agravamento de condigdes médicas adicionais preexistentes, ~ procalcitonina, D-dimero,
resposta inflamatéria exagerada, doenca trombotica, e choque razao de neutrofilos-

séptico causado por virus linfocitos sdo exemplos

de potenciais
biomarcadores para a

gravidade.

Sexo masculino apresenta
predisposi¢do a

internagdo e oObito.

Fonte: (PECKHAM et al., 2020; MUDATSIR et al., 2021; SEMIZ, 2022; BRASIL, 2023a; NIH, 2023).

Outro aspecto preocupante desta doenga ¢ a chamada covid-19 longa. Esta pode ser
definida como: a presenca de manifestacdes clinicas e/ou um novo mal-estar persistindo por
mais de 4 semanas, apos a infeccdo aguda por covid-19 comprovada em laboratorio, apesar
das intervengdes terapéuticas realizadas. Exemplos de manifestagdes observadas na covid-19
longa incluem perda do olfato, perda de memoria, vOomitos e nduseas, mialgia, fraqueza geral

e confusao mental (SZABO et al., 2023).
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Uma correlacdo foi observada entre a persisténcia viral em varios tecidos e as
manifestagdes da covid-19 prolongada em pacientes com a forma leve da doenca (ZUO et al.,
2024). Acredita-se que a ocorréncia da covid-19 longa possa ser decorrente de danos
prolongados em tecidos como o cérebro e o pulmao, além de uma inflamagao patologica. Tal
inflamacdo pode ser provocada por elementos como autoimunidade, persisténcia viral e
desregulagdo imunoldgica. A gravidade inicial da covid-19 aguda, ser do sexo feminino e
apresentar mais de cinco sintomas no inicio da doeng¢a sdo fatores potencialmente
significativos que podem intensificar a suscetibilidade para essa condi¢do. Contudo, ¢é

necessario realizar mais pesquisas (YONG, 2021).

2.3 Resposta imunologica
2.3.1 Reconhecimento de agentes microbianos pelo sistema inato

Os PRRs, que sdao os Receptores de Reconhecimento de Padrdo, sdo usados pelo
sistema imunoldgico inato. Esses receptores identificam os Padroes Moleculares Associados a
Patogenos (PAMP) e os Padroes Moleculares Associados a Danos (DAMP). Apos a
identificacdo, promove efeitos imunoprotetores inespecificos, como a protecdo contra
infecgdes. Os PRRs incluem: Receptores do tipo Gene-I Indutivel por Acido Retindico (RIG-
I) (RLRs), Receptores do Tipo Toll (TLRs), Receptores do Tipo Dominio de Oligomerizacao
de Nucleotideos (NOD) (NLRs) (LI; WU, 2021). Ha diversas células imunoldgicas inatas,
incluindo: células dendriticas, neutréfilos, macréfagos, mondcitos, células linfoéides inatas,
mastocitos, e células natural killer (NK) (MARSHALL et al., 2018)

Os Receptores do Tipo Toll (TLRs), por exemplo, sdo extensivamente expressos tanto
em células ndo imunologicas (como células endoteliais e fibroblastos) quanto em células
imunologicas (como macrofagos e células dendriticas). Eles exercem um papel ativo na
protecdo contra infec¢des por virus, fungos e bactérias. A ativagdo dos TLRs impulsiona a
producdo e secre¢do de citocinas pro-inflamatdrias e interferon do tipo I. Lesdes teciduais,
sepse e inflamagao exacerbada podem ser desdobramentos de uma estimulagdo excessiva ou
desregulacdo dos TLRs (KIRCHEIS; PLANZ, 2023). A localizacdo dos TLRs e seus

respectivos ligantes podem ser observados na Figura 3.



22

Figura 3 — Localiza¢do das TLRs na célula e os PAMPs que cada uma reconhece

Lipopeptidios | Peptidoglicano LPS Flagelina | Lipopolipeptidios
bacterianos | bacteriane bacteriana’ bacterianos
TLR1:TLR2 TLR TLRS TLR2:TLR6

| ) JITORENY: ,‘\'i"?f}'..‘t,l

Membrana
plasmatica

oottt

~~—— Endossoma

P O00Dn0en000000t
0

OOBan
tooecone

oo,

.« Estrutura do TLR

4 | Motivos repetidos ricos

# 4 emleucina

= | Motivo de dobra

i T H o o
AN rico em cisteina

e,

S, el |
Boseascnsod

besssssnay
PR

Dominio TIR

Legenda: Alguns receptores do tipo Toll (TLRs) sdo expressos na superficie celular, enquanto outros sio
encontrados nos endossomas. Os TLRs 1 e 2 s@o capazes de detectar lipopeptideos bacterianos. O TLR2 ¢
responsavel pela detec¢do de peptidoglicanos bacterianos. O TLR3 detecta RNA de fita dupla. O TLR4, com a
ajuda da proteina MD?2, é capaz de reconhecer lipopolissacarideos. O TLRS5 detecta a flagelina bacteriana. Os
TLRs 6 e 2 juntos reconhecem lipopolissacarideos bacterianos. Os TLRs 7 ¢ 8 sdo responsaveis pela detecgdo de
RNAs de fita simples. Por fim, o0 TLR9 detecta DNA de fita dupla ou simples com motivos CpG ndo metilados.
Fonte: (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI 2015)

A sinalizacdo dos TLRs pode ser categorizada em dois tipos: aquele que ¢ dependente
do Fator 88 de Diferenciagdo Mieloide (MyD88) e o que ¢ independente de MyDS8S8. Tal
categorizacdo se d4 em funcdo da existéncia de proteinas adaptadoras distintas. Na via que ¢é
dependente de MyD88, tem-se a indug¢do de quimiocinas, IL-6, fator de necrose tumoral
(TNF), e IL-1. Por outro lado, na via independente, a proteina adaptadora ¢ a adaptador
indutor de interferon-f§ contendo dominio TIR que causa a inducao IFNa e  (LI; WU, 2021).

Dentre os RLRs, ha trés: Laboratorio de Genética e Fisiologia 2, o gene associado a
diferenciagdo de melanoma 5 (MDAS), e o gene induzivel por acido retindico I (RIG-I). Os
RLRs apresentam dois dominios: o dominio carboxi-terminal e o dominio helicase central,
que atuam em conjunto para detectar RNAs imunoestimulatorios. Entretanto, somente RIG-I e

MDAS possuem dominios de ativacdo e recrutamento de caspases amino-terminais,
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responsaveis pela transducdo de sinal downstream. MDAS e RIG-I sdo cruciais para a inducdo
de interferon tipo I e defesa antiviral. O Laboratorio de Genética e Fisiologia 2 ¢ considerado
regulador do MDAS e RIG-I (REHWINKEL; GACK, 2020). RNAs de fita dupla curtos, ou
com modificagdo de 5'-trifosfato ativam o RIG-I (YAMADA; TAKAOKA, 2023), enquanto
ainda ndo ha certeza sobre a estimulacdo de MDAS por RNA (DIAS JUNIOR et al., 2019).

2.3.1.1 Reconhecimento do SARS-CoV-2 pelo sistema inato

O reconhecimento de estruturas do SARS-CoV-2 pelos PRRs ¢ amplamente estudado
(DIAMOND; KANNEGANTI, 2022; YAMADA; TAKAOKA, 2023). Foi observado que
producdo da quimiocina CXCL8 ¢ promovida pela interacdo entre proteina E e TLR2, via
fator nuclear kappa B (NF-kB) (PLANES et al., 2022). Similarmente outro estudo indicou
que a interacdo entre a proteina E e TLR2 promoveu a produ¢do de TNF e IL-6 e dano
pulmonar. O bloqueio da TLR2 sendo benéfico contra imunopatologia do SARS-CoV-2
(ZHENG et al., 2021). De forma intrigante, a proteina E ndo demonstrou ativar a TLR2 em
células epiteliais pulmonares, monoécitos e macrofagos. No entanto, a proteina S foi
identificada como ligante da TLR2 e resultou na producdo de quimiocinas e citocinas
inflamatorias via NF-kB. (KHAN et al., 2021).

Em uma anélise de acoplamento molecular, foi constatado que a proteina S se liga aos
receptores TLR1, TLR4 ¢ TLR6. A mais intensa dessas interagdes ocorre com o receptor
TLR4 (CHOUDHURY; MUKHERJEE, 2020). Também foi constatado que o TLR7 ¢
responsavel pela indugdo de IFN tipo III e I, enquanto o TLR3 induz IL-6, IFN tipo I e IL-1.
(BORTOLOTTI et al., 2021). A habilidade da proteina S de se ligar ao lipopolissacarideo de
bactérias € um ponto importante a ser destacado (PETRUK et al., 2020). Em preparagdes de
proteina S purificada, existe uma preocupacdo com a contaminagdo por lipopolissacarideos
(DIAMOND; KANNEGANTI, 2022). Existe a possibilidade de contaminagdo por PAMPs
bacterianos em proteinas recombinantes produzidas por bactérias, como a Escherichia coli,
portanto, € preciso ter um cuidado adicional (KHAN et al., 2021).

A Proteina 3 que Contém Dominio de Pirina da Familia NLR (NLRP3), ¢ ativada
tanto por PAMPs quanto por DAMPs, e aparentemente detecta infec¢des por coronavirus.
Apos a ativacdo, induz a ativagao da caspase-1, resultando na produgao e libera¢ao das formas
ativas de IL-1p e IL-18, bem como na clivagem da gasdermina-D (GSDMD). Esta clivagem
leva a formagdo de poros na membrana celular, culminando em piroptose. Notou-se uma
correlacdo entre a gravidade e a progressao para 6bito da covid-19 com altos niveis de IL-1 e

IL-18 (DIAMOND; KANNEGANTI, 2022).
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Nas células epiteliais bronquicas e alveolares, postula-se que o RIG-I, um dos RLRs,
seja o primeiro a identificar o SARS-CoV-2, sendo capaz de impedir a replica¢do, sem
indugdo de citocinas. A MDAS, quando o SARS-CoV-2 inicia a sintese do RNA de sentido
negativo, desempenha um papel crucial como sensor viral, induzindo citocinas e IFN tipo I/I11
(YAMADA; TAKAOKA, 2023). Foi observado que uma deficiéncia de RIG-I, MDAS ou da
proteina de sinalizagdo antiviral mitocondrial pode promover replicagdo viral (YANG, D. et
al.,2021).

Através de uma série de sensores € moléculas efetoras, incluindo NLRs, TLRs, RLRs,
sensores de inflamassoma e outros ndo explorados aqui, o sistema imunoldgico inato ¢ capaz
de detectar infeccdes virais. Isso resulta na producao de citocinas, morte celular e sinalizagao
de IFN, que auxiliam no combate contra o virus. Existem mecanismos conhecidos que o
SARS-CoV-2 utiliza para antagonizar essas defesas inatas. Além disso, a gravidade da covid-
19, a progressdo para Obito, a morte celular e a tempestade de citocinas estdo associadas a

hiperativacao da resposta imune inata. (DIAMOND; KANNEGANTI, 2022).

2.4 Patogénese da covid-19

O SARS-CoV-2, provavelmente, inicia sua invasdo nas células multiciliadas
localizadas na traqueia ou nasofaringe, ou nas células sustentaculares presentes na mucosa
olfatoria nasal, onde ap6s a invasao, inicia a produgdo de proteinas virais, incluindo replicases
que formam fabricas de replicacdo. Essas fabricas protegem os intermediarios de sintese de
RNA da deteccdo por PRRs via vesiculas de dupla membrana (LAMERS; HAAGMANS,
2022).

Caso o virus ndo seja eliminado pelo sistema imunologico, ele tem a capacidade de
atingir o sistema respiratorio inferior (SRI). Isso pode ocorrer através da inalagdo de virions
originarios do trato respiratorio superior ou pela propagacdo viral ao longo da arvore
traqueobronquica. Alternativamente, a infec¢do pode iniciar diretamente no SRI, podendo
ocasionar inflamag¢do devido a infeccdo resultando em troca gasosa diminuida. Os
pneumdcitos tipo Il sdo os principais alvos dessa infec¢do. A replicagdo pode ocasionar
diminui¢do na produgdo de surfactante, apoptose e inflamacdo (LAMERS; HAAGMANS,
2022)

Células como neutrofilos, mondcitos, macréfagos, e células dendriticas sdo atraidas
para os pulmdes como consequéncia da infec¢do pelo SARS-CoV-2 (LOWERY; SARIOL;
PERLMAN, 2021), que occore no inicio da infeccdo. Linfocitos T especificos para o virus

migram para os pulmdes em seguida para eliminar o virus. Um aumento na produ¢do de
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quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias, e o influxo de células de defesa aos locais afetados
resultam desses eventos. TNF, IL-6, IL-2, proteina quimiotatica de mondcitos-1, IL-10 e
interferon (IFN)-y s3o exemplos dessas citocinas e quimiocinas (BEIGEL; UYEKI, 2023)..

Como levantado por Lamers e Haagmans (2022) a deposicdo de fibrina ¢ a
consequéncia da ativagdo e recrutamento de plaquetas, bem como da iniciagdo da cascata de
coagulagdo devido a exposicdo da matriz extracelular subendotelial. Simultaneamente,
inflamacdo e a coagulacdao sdo intensificadas pelo recrutamento de neutréfilos e mondcitos
que exibem fendtipos disfuncionais. A formacdo de microtrombos ¢ favorecida pelas redes
extracelulares de neutrofilos (NETs) liberadas pelos neutrofilos ativados pelas plaquetas. Os
macrofagos presentes nos alvéolos e podem adotar um fendtipo pro-inflamatorio e fibrotico.
A PANoptose de células T ¢ promovida pela inflamacdo exacerbada que ocorre
paralelamente. A consequéncia ¢ a hipoxemia, causada pela troca gasosa comprometida em
um pulmao inflamado (LAMERS; HAAGMANS, 2022).

Em alguns casos, individuos podem sofrer disfun¢cdo de multiplos 6érgaos devido a um
estado hiperinflamatorio, comumente chamado de “tempestade de citocinas”. Contudo, a
grande maioria das pessoas infectadas consegue eliminar o SARS-CoV-2 devido a resposta
imunologica. A “tempestade de citocinas” ¢ marcada por uma resposta imunoldgica
exagerada e desbalanceada, que pode resultar em diversas desordens (BEIGEL; UYEKI,
2023).

Quando ocorre uma superativacao das células do sistema imunoldgico e uma produgao
exacerbada de citocinas inflamatdrias, surge essa condi¢cdo potencialmente letal e de evolugao
acelerada. As manifestacoes médicas resultantes variam amplamente, abrangendo desde dores
musculares e febre continua até coagulacao intravascular disseminada, histiocitose
hemofagocitica, faléncia de multiplos 6rgaos, e sindrome do desconforto respiratorio agudo.
Em casos extremos, pode evoluir para 6bito (MANGALMURTI; HUNTER, 2020; YANG, L.
etal., 2021).

Existe uma associacdo entre a gravidade da doenga e a linfopenia, sendo observada
uma reducdo na populagdo de células B, T CD4+ e CD8+, por exemplo. Algumas possiveis
explicagdes para a linfopenia envolvem: a destruicao de linfonodos e bago pelo virus, a agdo
de citocinas anti e pro-inflamatorias que causam esgotamento e exaustdo (YANG, L ef al.,
2021); apoptose de linfocitos B e T apos infecgao pelo virus (ZHU et al., 2022), formagao de
sincicios multinucleados tem a capacidade de internalizar linfocitos e entdo ha eliminacdo via
célula dentro de célula. (ZHANG et al., 2021). Aumento de moléculas marcadoras de NET, ¢

neutrofilia foram vistos na covid-19 grave (CHEN et al., 2020). Destruigao tecidual pode ser
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resultado de resposta excessiva de neutrofilos (KULKARNI et al., 2019). A razdo de
neutrofilos para linfocitos podendo ser utilizado como biomarcador para evolugdo da doenga
(SEMIZ, 2022).

Nos casos leves da doenga, observa-se um acimulo de monocitos inflamatorios HLA-
DR"e" CD11c"#" nos mondcitos circulantes, no entanto, na forma critica, eles estdo reduzidos.
Essa subpopulagdo, que expressa genes estimulados por IFN, esta associada a uma resposta de
resolucdo. Em contraste, na forma critica da doenga, os mondcitos HLA-DRlow S100Ahigh
estdo presentes em altos niveis. Esses mondcitos contribuem para a exaustdo do sistema
imunoldgico e para respostas exacerbadas, pois expressam citocinas pro-inflamatdrias e
alarminas (PALUDAN; MOGENSEN, 2022) .

O SARS-CoV-2, conforme demonstrado, nao se limita apenas a células do sistema
respiratorio. O virus pode infectar células como enterdcitos, macrofagos, cardiomiocitos e
células endoteliais, devido a expressdo do ECA2 (DOMINGO et al., 2020). As manifestacdes
extrapulmonares podem estar relacionadas a desregulacdo das respostas imunes, ao dano
direto ao tecido pelo virus, a maladaptacao das vias relacionadas ao ECA2, ao dano endotelial

e a tromboinflamacdo (GUPTA et al., 2020)

2.5 Epidemiologia da covid-19
2.5.1 Linha do tempo

Em 12 de dezembro de 2019, na cidade de Wuhan, na China, surgiram casos de
pessoas com sintomas de uma doenga atipica semelhante a uma pneumonia. No dia 31, o
Escritorio Nacional da Organizagdo Mundial da Saude (OMS)/World Health Organization
(WHO) na China ¢ informada sobre casos de pneumonia causadas por um agente etiologico
desconhecido, febre e falta de ar sdo relatados. No dia cinco de janeiro de 2020 a sequéncia do
virus causadora da pneumonia atipica, temporariamente chamado de Wuhan-Hu-1, ¢
subestimada ao Centro Chinés de Controle e Prevencao de Doencas, em Pequim, China. A
sequéncia permanece indisponivel para os outros paises. No dia sete ¢ descoberto que o
agente etiologico ¢ um novo coronavirus (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2023). No dia dez, a OMS oficializou os termos “Novo Coronavirus 2019”
ou “2019-nCoV”. No dia seguinte, a China confirmou a primeira morte pelo novo
coronavirus. Ao longo de janeiro, o virus foi confirmado em outros paises. No dia 21, a
transmissdo de humano para humano foi confirmada, aumentando a disseminagdo do virus

(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2023). A OMS declarou que
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0 novo coronavirus ¢ uma Emergéncia de Satde Publica de Importancia Internacional. O
virus foi confirmado em 18 paises no dia 30 de janeiro de 2020 (OPAS, 2020).

Em 11 de fevereiro de 2020, o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV)
nomeou o novo coronavirus como SARS-CoV-2 devido a sua semelhanga genética com o
SARS-CoV-1, que causou um surto em 2003 (WHO, 2023a). O SARS-CoV-2 foi confirmado
no Brasil em 26 de fevereiro. O diagnostico foi feito em um homem que havia viajado para a
Italia e que foi admitido no Hospital Israelita Albert Einstein, em Sao Paulo (BRASIL, 2020).
Em 11 de marco de 2020, a OMS anuncia estado de pandemia, apds 118,000 casos e 4,291
obitos distribuidos em 114 paises. Diferentes vacinas comecam a ser produzidas contra o
SARS-CoV-2 (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2023). No
Brasil, a campanha de vacina¢ao comecgou em 17 de janeiro de 2021. Um ano apo0s o inicio da
campanha de vacinagdo, 74,1% da populacdo elegivel estavam completamente vacinada e
89,3% haviam recebido a primeira dose, totalizando mais de 300 milhdes de doses aplicadas
(FUNDACAO OSWALDO CRUZ, 2022). Em 5 de maio, foi anunciado que a emergéncia de
saude global da covid-19 chegou ao fim. No entanto, ainda permanece como ameaca global

(WHO, 2023b).

2.5.2 Cenario da covid-19 no Brasil

Até 12 de abril de 2024 o Brasil registrou mais de 38 milhdes de casos e 700 mil
mortes por covid-19, com uma taxa de letalidade de 1,8%, mortalidade de 338,6 por 100 mil
pessoas e incidéncia de 18.443 por 100 mil pessoas, de acordo com o Painel Nacional de
covid-19 do Conselho Nacional de Secretdrios de Satide (CONASS). Em 2020, a taxa de
letalidade era de 2,5%, com incidéncia de 3.672 e mortalidade de 93 por 100 mil pessoas.
2021 teve os piores numeros, com uma taxa de letalidade de 2,9%, mortalidade de 201 e
incidéncia de 6.935 por 100 mil pessoas. Em 2022, a taxa de letalidade foi de 0,5%,
incidéncia de 6.682 e mortalidade de 36 por 100 mil pessoas. Em 2023, a mortalidade ¢ de 7 e
incidéncia de 894 por 100 mil pessoas e letalidade de 0,8% (CONASS, 2024).

No ano de 2020, as semanas epidemioldgicas de 30 a 33 registraram mais de 300 mil
casos. Esse padrao se repetiu nas semanas 50 e 51, sendo que a tltima atingiu o pico do ano
com 333.028 casos. O total de casos reportados em 2020 foi de 7.716.405. Em 2021, as
semanas epidemiologicas de 10 a 12 e de 24 a 25 registraram mais de 500 mil casos, com a
semana 12 atingindo o pico de 539.903 casos. A partir da semana 30, o niimero de casos nao
atingiu 300 mil em nenhuma semana. O total de casos reportados em 2021 foi de 14.573.707.

Ja em 2022, as semanas epidemiologicas de 2 a 8 se destacaram com mais de 450 mil casos.
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As semanas 4 e 5 foram especialmente notaveis, registrando mais de 1 milhdo de casos, com a
semana 4 marcando o pico do ano com 1.305.447 casos. A partir da semana 9, o nimero de
casos nao atingiu 420 mil em nenhuma semana. O total de casos reportados em 2022 foi de
14.041.169. Em 2023, as duas primeiras semanas apresentaram o maior nimero de casos, com
157.105 e 136.328 casos, respectivamente. Nas semanas seguintes, o nimero de casos nao
atingiu 100 mil. O total de casos reportados em 2023 foi de 1.879.583 (CONASS, 2024).

A variante que ja se espalhava de forma preocupante em dezembro de 2021, a
Omicron, coincidiu com a alta de casos de 2022 (MENEZES et al., 2022). Com a 6micron
sendo altamente mais transmissivel do que as outras variantes (WOLF et al., 2022). O nimero

de casos da semana 13 de 2020 até a ultima de 2023 pode ser visualizada na Figura 4.

Figura 4 — Numero de casos relatados a partir da 13* semana de 2020 até a 52* semana de

2023.
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Fonte: (CONASS, 2024)

Durante o ano de 2020, foram registrados mais de 6 mil 6bitos da semana 21 até a 35.
A semana 30 foi o pico do ano, com 7.677 dbitos registrados. A partir da semana 36, os Obitos
nao chegaram a 6 mil. O ano de 2020 terminou com 195.725 6bitos. No ano de 2021, entre as
semanas epidemioldgicas 11 e 17, foram registrados mais de 15 mil obitos. As semanas 14 e
15 se destacaram por superarem mais de 20 mil casos, sendo que a semana 14 foi o pico do
ano, com 21.141 6bitos registrados. O ano de 2021 terminou com 423.349 o6bitos. Em 2022,
as semanas 5 até 8, foram registrados mais de 5 mil obitos, sendo que a semana 6 foi o pico
do ano, com 6.246 Obitos registrados. A partir da semana 12, os Obitos registrados nao
atingiram 2 mil. O ano de 2022 terminou com 74.779 dbitos registrados. Em relagdo a 2023, a

primeira, terceira e oitava semanas se destacaram em relagdo ao niimero de dObitos, com 953,
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916 e 899 obitos, respectivamente. As outras semanas ndo alcangaram 700 casos de 6bito. O
ano de 2023 terminou com 14.785 6bitos. (CONASS, 2024).

O pico de morte evidenciado no ano de 2021 provavelmente se deve a uma
combinagdo da presenca variante gama (MENEZES et al., 2022) e problemas relacionados a
saude publica e fator socioecondmico (WOLF et al., 2022). O nimero de obitos da 13*

semana de 2020 até a ultima de 2023 pode ser visualizada na Figura 5

Figura 5 — Numero de obitos relatados a partir da 13* semana de 2020 até a 52* semana de

2023.
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Fonte: (CONASS, 2024)

2.5.2.1 Cendrio da covid-19 no Ceard

Entre a semana 13 de 2020 e a semana 14 de 2024, o estado do Ceara registrou
1.504.090 casos € 28.215 obitos, tornando-se o nono estado com mais casos € 0 oitavo em
numero de obitos. Em 2020, as semanas 23 e€ 41 se destacaram com mais de 17 mil casos
cada, atingindo o pico na semana 41 com 17.095 casos. No que diz respeito aos Obitos, as
semanas 23 e 24 apresentaram mais de 800 obitos, sendo que a semana 23 teve o pico de
1.009 6bitos. O ano de 2020 encerrou com 336.574 casos e 10.015 o6bitos. Em 2021, a semana
14 foi o ponto mais alto do ano, registrando 35.984 casos. As semanas 15, 16, 19 e 20
também reportaram mais de 30 mil casos. Em termos de obitos, a semana 14 foi o apice com
1.093 registros. O ano de 2021 encerrou com 620.461 casos e 14.791 obitos. Em 2022, as
semanas 04 e 05 se destacaram, registrando mais de 80 mil casos, com a semana 05 atingindo
um pico de 103.073 casos. As semanas de 05 a 08 se destacaram por registrarem mais de 240
obitos, com a semana 06 registrando 366 6bitos. O ano de 2022 encerrou com 480.136 casos e
3.261 6bitos. No ano de 2023, as semanas 50 e 52 se destacaram por registrarem mais de 7
mil casos, com a semana 52 apresentando 10.097 casos. Em relagdo aos 6bitos, a semana 09

se destacou por ser o pico do ano com 43 dbitos, as outras semanas nao atingiram 20 ébitos. O
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ano de 2023 totalizou 54.483 casos e 148 obitos. Em 2024, até a semana 14, as semanas 01 e
03 se destacaram por registrarem mais de 3 mil casos, sendo a semana 01 o pico com 4.816
casos. Até a referida semana de 2024, ndo houve obitos, totalizando 12.436 casos e 0 obito
(CONASS, 2024). Comparagdo entre o Estado do Ceard e os cinco primeiros estados em

relacdo a casos e Obitos reportados pode ser visto na Tabela 2.

Tabela 2 — Comparacao entre o estado do Ceara e os cinco primeiros estados em relagdo a

casos e obitos. Entre a 13? semana de 2020 até 14* semana de 2024.

Estado Populacio Casos Posicao (Casos) Obitos Posiciio (Obitos)
(2019)
Ceara 9132078 1504090 9 28215 8
Sédo Paulo 45919049 6845212 1 183071 1
Minas Gerais 21168791 4303224 2 66454 3
Rio Grande do 11377239 3134185 3 42878 5
Sul

Parana 11433957 3014711 4 46930 4
Rio de Janeiro 17264943 2941447 5 78045 2

Fonte: (CONASS, 2023)

2.6 Citocinas
2.6.11L-10

Descoberta em 1989, a IL-10 atua como um inibidor da produgdo de citocinas em
células T auxiliares (Th) 1 e ¢ produzida por células Th2. (FIORENTINO; BOND;
MOSMANN, 1989; SARAIVA; VIEIRA; O’GARRA, 2019). Células dendriticas e
macrofagos tem a sua producdo de citocinas impedidas pela a¢do dessa citocina. Além de
inibir a destruicdo de patogenos intracelulares. Mais tarde, descobriu-se que alguns virus
exploram essa propriedade de imunosupressdo como estratégia de viruléncia. As células
produtoras de IL-10, além de Th2, incluem células TCD8 e CD4, células dendriticas,
macrofagos e macréfagos residentes, neutrofilos, mondcitos, linfocitos B e NK (SARAIVA;
VIEIRA; O’GARRA, 2019).

Por meio de um complexo receptor de IL-10 (IL-10R) a sinalizacdo da IL-10 ocorre,
ele ¢ formado por duas cadeias alfa, que sdo alvos do ligante, e duas cadeias beta acessorias
que transduzem o sinal. A IL-10Rp ¢ expressa em praticamente em todos os tipos de células.
A IL-10Ro é expressa em altos niveis por células dendriticas e macréfagos (SCHULKE,

2018). IL-10Ra possui alta afinidade pela IL-10 (PORRO; CIANCIULLI; PANARO, 2020).
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O processo de sinalizacdo ¢ ativado quando homodimeros de IL-10 se acoplam ao IL-
10Ra, provocando o recrutamento da Janus quinase (Jak)l para a IL-10Ra e a subsequente
fosforilagdo. Paralelamente, a tirosina quinase (Tyk)2 ¢ recrutada e fosforilada pela IL-10R}.
Uma vez que essas quinases sdo fosforiladas, elas fosforilam os motivos de tirosina (Y446 e
Y496) situados na regido intracelular da IL-10Ro. da IL-10Ra (SCHULKE, 2018; PORRO;
CIANCIULLI; PANARO, 2020).

O receptor complexo, apos ser ativado, impulsiona a fosforilagdo do transdutor de
sinal e ativador de transcri¢do (STAT)3, oferecendo locais de acoplamento temporarios para
STAT3 que habilitam a fosforilagdo de STAT3 por Jakl e Tyk2. O STAT3, uma vez
fosforilado, forma homodimeros transportados para o nucleo da célula e se acoplam aos
elementos de consenso STAT nos promotores dos genes-alvo, ativando esses genes. Isso
engloba o supressor da sinalizagdo de citocinas 3 e o antagonista do receptor de IL-1. O
supressor da sinaliza¢do de citocinas 3 bloqueia a ativagdo da proteina quinase ativada por
mitogeno (MAPK), a transloca¢do nuclear de NFkB e a inducdo associada da expressdo de
genes pro-inflamatorios. A Jakl também ¢ obstruida pelo supressor da sinalizagao de
citocinas 3, resultando na inibigdo por feedback da via JAK1/Tyk2/STAT3 (SCHULKE,
2018; PORRO; CIANCIULLI; PANARO, 2020).

Figura 6 — Via de sinalizacao da IL-10.
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Conforme levantado por Carlini et al. (2023) as células NK sdo promovidas a migrar e
proliferar pela IL-10, que também potencializa fungdes efetoras e atividade citotoxica.
Observou-se que a IL-10 aumenta a producao de granzima e IFN-y, aperfei¢oa a expressao do
complexo principal de histocompatibilidade e facilita o reconhecimento de antigenos. Isso
beneficia a sobrevivéncia e a atividade citotoxica das células T CD8+ ativadas por antigenos.
IL-10 desempenha um papel na manutencao e geracao de células T de memoria efetora CD8+.
Por fim, em relacdo as células B ela ndo s6 promove a diferenciacdo dessas células em
plasmocitos que secretam imunoglobulinas, mas também intensifica a proliferacdo, a ativacdo
celular e o crescimento. Além disso, a IL-10 atua na prevencdo da apoptose nas células
germinativas (CARLINI et al., 2023).

Conforme levantado por Oft (2019), a IL-10 estabiliza a atividade das células T CD8+
que foram ativadas por antigenos, além de estimular a expressdo de moléculas efetoras
citotoxicas. A IL-10 enddgena ¢ crucial para a formagao de uma memoria robusta de células T
CD8+ em contextos virais € tumorais, o que permite respostas de alta afinidade do receptor de
células T. Ademais, a fun¢do antiapoptotica do STAT3 pode proteger as células T CD8+ apos
a ativagdo por antigeno. A IL-10 amplifica a expressdo de IFNy, o que facilita a expressdo de
MHC e o reconhecimento de antigenos. Além disso, a IL-10 promove a sobrevivéncia de
células T CDS8+ efetoras e de memoria efetora que foram estimuladas por antigenos,
aumentando as enzimas citotoxicas e o IFNy (OFT, 2019).

Tanto as respostas imunologicas inatas quanto as adaptativas sdo influenciadas pela
IL-10 no que se refere as suas capacidades imunossupressoras. Com a finalidade de reduzir
danos teciduais provocados por respostas inflamatérias intensas e desreguladas, ela
desempenha acdes imunossupressoras, particularmente durante a etapa de resolucao de
infecgdes e inflamagdes (OUYANG; O’GARRA, 2019).

Os macrofagos, devido a sua alta expressdo de IL-10R, sdo sugeridos como os
principais alvos das fun¢des imunossupressoras da IL-10. Foi observado que em macréofagos e
outras células apresentadoras de antigeno, a IL-10 exerce um forte efeito imunossupressor.
Isso ocorre por meio da supressdo da transcricdo de quimiocinas e citocinas, moléculas de
adesdo e coestimuladoras, e do complexo principal de histocompatibilidade II (SARAIVA;
VIEIRA; O’GARRA, 2019).

Em células dendriticas, macrofagos e monoécitos, a IL-10 também impede a
apresentacdo de antigenos (MITTAL; A ROCHE, 2015). Observou-se que, quando

estimuladas pela enterotoxina estafilocécica B, as células T CD8+, CD4+ e as células NK do
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sangue periférico apresentam uma reducdo na producdo de IFN-y, TNF e IL-2 apos a
interven¢do com IL-10 (NAJAFI-FARD et al., 2022).

No contexto da covid-19, uma meta-analise mostrou que os casos graves € casos que
evoluiram para 6bito apresentavam maiores concentragdes de IL-10 em comparagdo com o0s
casos leves e casos que nao evoluiram para 6bito (ALSHAMMARY et al., 2022). Outros
estudos também indicaram que niveis elevados de IL-10 foram associados a covid-19 grave
(TAN et al., 2020; YANG, L. et al., 2021), foi sugerido que a IL-10 e IL-6 podem ser
indicadores de doenga grave (HAN et al., 2020). Foi observado um aumento nos niveis de
TNF, IL-23 e IL-10 em casos graves e criticos da doenca. Além disso, foi constatado que
niveis elevados dessas citocinas estdo associados a um maior risco de Obito hospitalar
(SMAIL et al., 2023).

Como levantado por Carlini et al. (2023) postula-se que, na tentativa de proteger o
organismo dos efeitos prejudiciais de uma reacdo inflamatoria excessiva, a IL-10 atua,
prevenindo a progressao adicional do dano tecidual. Apos a infecgao por SARS-COV-2 na
fase do sistema inato, os niveis sanguineos de IL-10 comegam baixos e aumentam
significativamente apos trés dias a uma semana, seguindo a grande liberacdo de citocinas
inflamatérias. Apos a fase aguda, a IL-10 aumenta, e durante a convalescencga, diminui
gradualmente junto com a reducdo dos sintomas, em aproximadamente duas a trés semanas.
Um aumento drastico e precoce de IL-10 ¢ observado nos casos graves, o que representa um
papel paradoxal na fun¢do anti-inflamatéria classica da IL-10 (CARLINI et al., 2023).
Hipotetiza-se uma “resisténcia” aos efeitos imunosupressores da [L-10 (ISLAM et al., 2021).

A IL-10, inicialmente induzida precocemente apos a infeccdo viral no pulmao, ¢
proposta como um mecanismo de controle da inflamagdo mediada por mediadores
inflamatorios. No entanto, 8 medida que sua producdo enddgena aumenta, ela pode atuar
como um imunoestimulador, contribuindo para a producdo de citocinas e quimiocinas
inflamatérias durante a tempestade de citocinas. Isso, combinado com a capacidade da IL-10
de promover a expansdo das células T CD8+ citotdxicas, pode resultar em hiperativacao da
imunidade adaptativa em pacientes com covid-19, exacerbando a gravidade da doenca (LU et

al., 2021).

2.6.2 IL-1p

Conforme discutido por Dinarello (2017), a IL-1p humana foi isolada pela primeira
vez em 1977, provocando febre monofasica em coelhos (A DINARELLO; RENFER;
WOLFF, 1977). Apos a clonagem do DNA complementar em 1984 (AURON et al., 1984),
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suas caracteristicas biologicas foram ampliadas. Testes clinicos subsequentes destacaram seu
papel na etiologia de doencas, demonstrado pela neutralizagdo por anticorpos monoclonais
(DINARELLO; MEER, 2013). Ademais, o IL-1B desempenha uma funcdo essencial na
patogénese da aterosclerose e na progressdo tumoral (DINARELLO, 2017; RIDKER et al.,
2017).

Existem duas formas distintas de IL-1: IL1-a e IL-1P. Ambas sdo expressas em uma
ampla variedade de tecidos e tipos de células, especialmente em macréfagos presentes em
orgaos linfoides como o bago, linfonodos, timo, medula 6ssea. Macrofagos teciduais em
orgaos nao linfoides, como figado, pulmao e trato digestivo, também expressam ambas as
formas de IL-1. Além dos macréfagos, neutrofilos, células endoteliais e epiteliais, e linfocitos
sao exemplos de células que expressam ambas as formas de IL-1 (KANEKO et al., 2019).

E sugerido um modelo de duas etapas para a ativagio do inflamassoma NLRP3. A
primeira envolve a preparacdo transcriocional e pds-traducional do NLRP3, enquanto a
segunda ¢ a ativagdo efetiva do inflamassoma. Na primeira etapa, o NF-xB promove a sintese
do precursor inativo biologicamente de IL-1P, por indugdo da transcri¢ao do gene IL-1P. Na
segunda etapa, a caspase-1 ativa processa o precursor em IL-1B madura e biologicamente
ativa, apds ser ativada pelo inflamassoma citosélico (KANEKO et al., 2019). Além da
inducdo de IL-1P ser promovida pela interacdo entre TLRs e PAMPs, ela também pode se
autoinduzir. O precursor inativo de IL-1B se acumula no citosol até ser processado pela
caspase-1 e NLRP3, resultando em uma citocina ativa (DINARELLO, 2017).

O inflamassoma, um complexo proteico, ¢ composto por PRRs, caspase-1 e uma
proteina que possui um dominio que recruta caspases. PAMPs e DAMPs sdo responsaveis
pela ativacdo do inflamassoma NLRP3. A piroptose pode ser o resultado da clivagem do
precursor de IL-1P pela caspase-1. Esta forma especifica de morte celular ¢ mediada pela
clivagem de GSDMD, realizada pela caspase-1. O fragmento N-terminal de GSDMD ¢
movido para a face interna da membrana plasmatica, onde forma estruturas que se
assemelham a poros (KANEKO et al., 2019).

O receptor de IL-1 (IL-1R) pode se ligar a ambas as formas distintas de IL-1. O IL-R3
atua como um correceptor para formar um complexo de trés parte de sinalizacdo com IL-1a
ou IL-1B. Quando um IL-1 se liga ao IL-1R1, que se encontra com o IL-1R3 na membrana
plasmatica, ocorre uma mudanga conformacional que permite a ligagao do IL-1R3 ao IL-1R1.
Vale ressaltar que as IL-1 ndo interagem diretamente com o IL-1R3. Esse complexo permite a
aproximacdo dos dominios TIR de cada cadeia do receptor. Em seguida, MyD88 se liga a

esses dominios TIR (DINARELLO, 2017). E relevante observar que o IL-R2 ¢ um receptor
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“isca”, ou seja, ele ndo desencadeia transdugdo de sinal. As células variam em termos de
niveis de expressao de IL1-R1 e IL-1R2. A IL-1R2 ¢ bastante expressa em neutrofilos, o que
significa necessarios niveis mais altos de IL-1p para ativa-los (KANEKO et al., 2019).
MyD88 provoca o recrutamento da Quinase 1 Associada ao Receptor de IL-1
(IRAK1). Esta, por sua vez, ativa a cascata de sinalizacdo do Fator 6 Associado ao Receptor
de TNF (TRAF6), da Quinase Ativada por fator de transformacgao do crescimento B (TGF-J3 )e
da Quinase IkB (IKK) (complexo IKKo/IKKB/NEMO). Isso resulta na fosforilagdo e
degradagdo do inibidor de NF-kB, permitindo que o NF-kB seja translocado para o ntcleo e
ative a transcri¢do de genes imunologicos e inflamatoérios (DIEP et al., 2022). Esta via de

sinalizag¢do pode ser vista na Figura 07.

Figura 7 — Via de sinalizagdo da IL-1p.
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Fonte: Modificado de O’SHEA; GADINA; SIEGEL (2019).

Como levantado por Boraschi (2022) a habilidade de provocar febre esta envolvida
nos efeitos da IL-1P, contribuindo para um ambiente menos favordvel para agentes
infecciosos. Isso facilita as fungdes dos linfocitos, que sdo mais evidentes em temperaturas
acima de 37°C. Essa citocina estimula a neutrofilia e a produ¢do de proteinas de fase aguda,
além de intensificar a proliferacdo de linfocitos B ¢ T em resposta a antigenos. E um potente
adjuvante das respostas de anticorpos especificos ao antigeno. Além disso, aumenta a

expressao de quimiocinas e citocinas inflamatdrias (como TNF e IL-6) (BORASCHI, 2022).
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Em relagdo a covid-19, uma meta-analise indicou que a presenca de altos niveis de 1§,
IL-6 e IL-8 estava associada ao prognoéstico da doenga. Foi observado que os individuos
evoluiram para obito apresentavam concentragdes mais altas dessas citocinas, em comparagao
com aqueles que sobreviveram (CHANG; BAI; YOU, 2022).

Evidéncias apontam para a IL-1 e o inflamassoma NLRP3 como elementos envolvidos
na patogénese da covid-19. Foi observada uma correlacao entre as manifestagdes adversas da
doenca e a superativacdo da via NLRP3/IL-1B (POTERE et al., 2022). A inflamagdao no
pulmao ocorre devido ao recrutamento de neutréfilos, o qual ¢ desencadeado pela producao
de IL-8, IL-6 e TNF pelos monocitos quando ativados pela IL-1B. Ao ser ativado em
neutréfilos, o GSDMD provoca a formacdo de NETs, que tém a capacidade de atrair
plaquetas e induzir uma coagulacdo intensa. Por outro lado, a IL-6 e IL-1B podem atuar nas
jungdes aderentes das células endoteliais, intensificando a permeabilidade, o que pode
contribuir para a coagulacdo nos vasos pulmonares (VORA; LIEBERMAN; WU, 2021).
Sendo bloqueadores de IL-1 um alvo atrativo no contexto da covid-19 (MAKAREMI et al.,
2022).

2.6.3 IL-6

Conforme destacado por Hirano (2020), a IL-6, que foi descoberta em 1986, foi
primeiramente reconhecida como o fator que impulsiona as células B-2, promovendo a
producdo de imunoglobulina (HIRANO et al., 1986). Observou-se que diversas outras
proteinas, tais como o fator de crescimento de plasmocitoma/hibrido/mieloma e o fator que
estimula os hepatocitos, sdo idénticas ao fator que impulsiona as células B-2/IL-6. Esta
citocina pleiotropica tem um papel crucial no desenvolvimento embriondrio, no metabolismo
0sseo, respostas inflamatorias, imunoldgicas, € na hematopoiese. Ademais, ela também esta
associada a doengas como o mieloma e o plasmocitoma (HIRANO, 2020).

Existem duas vias principais pelas quais a IL-6 pode iniciar a transdu¢do de sinal: a
via cléssica e a via de trans-sinalizacdo. Na via classica, a [L-6 se liga ao seu receptor (IL-
6Ra), que estd ancorado & membrana. Isso leva & formagdo subsequente de um complexo
receptor de trés partes com a subunidade de transducao de sinal, a glicoproteina 130 (gp130).
Dois complexos trimeros IL-6/IL-6R0o/gp130 se ligam através do dominio D1 da gp130,
formando um complexo receptor de seis partes que permite a sinalizacdo intracelular através
da via JAK/STAT3. Os JAKs sdo recrutados para a membrana e fosforilam a por¢do
citoplasmatica do gp130 e do STAT3. Os STAT3 fosforilados formam homodimeros e sdo

translocados para o nucleo, onde ativam a transcrigdo (MANORE et al., 2022).
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Em relagdo a trans-sinalizagdo, ela ocorre quando o receptor IL-6Ra estd em uma
forma soluavel (sIL-6Ra), que € produzida através do splicing alternativo de mRNA ou da
protedlise mediada por proteina 10 que contém o dominio de desintegrina e metaloproteinase
ou proteina 17 que contém o dominio de desintegrina e metaloproteinase (ADAM17). A IL-6
se liga ao sIL-6Ra, formando um complexo receptor hexamérico com a gp130, que esta
ancorada a membrana. Este complexo permite a transdugdo do sinal (MANORE et al., 2022).

Esta via de sinalizagdo pode ser vista na Figura 8.

Figura 08 — Via de sinalizacdo da IL-6.
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Fonte: Modificado de Manore et al. (2022).

Em lesdes com infec¢do, os PAMPs sdo reconhecidos pelos PRR, levando a produgdo
de IL-6. Em inflamagodes estéreis, DAMPs sdo identificados e a IL-6 ¢ produzida. Em ambos
os casos, a via NF-kB ¢ ativada, induzindo a produgdo de citocinas, incluindo a IL-6, e
quimiocinas pro-inflamatdrias. A IL-6, apds ser produzida, pode agir na lesdo ou ser levada
pelo sangue para outros tecidos e 6rgios (FORCINA; FRANCESCHI; MUSARO, 2022).

Esta citocina ¢ produzida por uma variedade de células, incluindo células T e B,
macrofagos, células dendriticas, midcitos, mastocitos, células endoteliais vasculares,

fibroblastos e queratindcitos (MAUER; DENSON; BRUNING, 2015; VELAZQUEZ-
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SALINAS et al., 2019). Adesdo, ativagdo, recrutamento, sobrevivéncia e diferenciacdo de
monocitos residentes nos tecidos e inflamatérios, além de neutréfilos e células NK, sdo
desencadeados por IL-6 (VILLAR-FINCHEIRA et al., 2021). A IL-6 ¢ secretada e respondida
por células como macréfagos, monocitos e neutrofilos, o que resulta em um ciclo de feedback
autocrino que intensifica a inflamacao (CHOY; ROSE-JOHN, 2017).

A expressdo excessiva de IL-6 pode interferir na eliminagdo viral, favorecendo sua
persisténcia. A resposta Th2 pode ser estimulada pela IL-6 através da ativagao da via STAT3,
resultando no aumento da producdo de IL-4 e da proteina supressora da sinalizacdo de
citocinas 1. A fosforilagdo do STATI1 ¢ afetada por esta ultima, o que prejudica a produgdo de
IFNy ao reduzir a autoestimulagdo desse ciclo. A citolise pode ser comprometida pela 1L-6,
que induz a producdo da proteina supressora da sinalizagdao de citocinas 3. Esta interfere na
fosforilagdo do STAT4, levando a reducdo da produgdo de IFNy, uma molécula essencial para
a ativacao das células NK e CD8 (VELAZQUEZ-SALINAS et al., 2019).

No contexto da covid-19, uma meta-analise revelou que os niveis séricos de IL-6 estdao
elevados em casos complicados da doenca. Além disso, foi observado que as concentragdes
aumentadas de IL-6 estdo correlacionadas com evolugdo ao obito (COOMES;
HAGHBAYAN, 2020). Uma outra meta-andlise identificou a IL-6 como um indicador da
gravidade da covid-19. No entanto, foi evidenciado que apenas o monitoramento das
concentragoes de IL-6 ndo parece prever a progressao para 0bito, € ndo houve correlagdo com
a mortalidade na doenca (LIU, X. ef al., 2021) Biomarcadores para predizer a gravidade, e
evolugcdo para o 6bito em pacientes com covid-19 incluem: A IL-6, PCR, e procalcitonina
(SEMIZ, 2022).

Uma ampla gama de células imunes, incluindo células dendriticas, linfocitos,
macrofagos e neutrédfilos, sdo induzidas a secretar IL-6 de maneira exagerada pela infec¢ao
pelo SARS-CoV-2. Isso resulta na polarizagdo para Th17 e consequentemente na producao de
IL-17. Ainda mais macrdéfagos, neutrofilos e monodcitos sdo recrutados para o local da
infeccdo e inflamagdo, o que desencadeia uma cascata de citocinas, como IL-1p e IL-6 (HOU
et al., 2014; WU; YANG, 2020; NING et al., 2022). A coagulopatia e a endoteliopatia
hepatica, ambas associadas a covid-19, sdo promovidas pela sinalizacdo trans da IL-6.

(MCCONNELL et al., 2021)

2.6.41L-174
Uma nova populacdo de células T CD4+ que produzem IL-17 foi identificada em
2005, as quais sao distintas das células Thl e Th2, sdo chamadas de Th17 (TSUKAZAKI;
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KAITO, 2020). A producao de IL-17A e IL-17F ¢ uma resposta a IL-1f e IL-23, e ¢ realizada
nao apenas pelas células Th17, mas também pelas células T CD8+, células T y6 e varias
células imunologicas inatas, como células NK, células linfoéides inatas e mastocitos (MILLS,
2022)..

A familia do receptor IL-17 (IL-17R) ¢ composta por IL-17RA, IL-17RB, IL-17RC,
IL-17RE, bem como o complexo heterodimérico IL-17RA e C (GE; HUANG; YAO, 2020).
Tanto a IL-17A quanto a IL-17F sinalizam através do heterodimero IL-17RA/RC. Este
receptor pode se ligar a homodimeros de IL-17A e IL-17F, ou a heterodimeros de IL-17A/F.
A IL-17RA tem uma afinidade maior pela IL-17A e menor pela IL-17F. Por outro lado, a IL-
17RC tem uma afinidade maior pela IL-17F do que pela IL-17A (MONIN; GAFFEN, 2017).

Apos a IL-17 se ligar aos seus receptores heterodiméricos IL-17RA/RC, a Actl ativa
diversas cascatas de sinalizagdo por meio de diferentes proteinas TRAF. A interagdo com
TRAF6 leva a ativacao das vias das proteinas CCAAT-enhancer-binding (C/EBP) f e 9, das
MAPKs e do NF-kB. A sinalizagdo da IL-17 pode resultar na estabilizagdo do mRNA por
meio do complexo Actl-TRAF2-TRAFS. Isso leva ao controle da estabilidade e traducao do
mRNA dos genes alvo da IL-17, via varias proteinas que se ligam ao RNA. Isso inclui fatores
que estabilizam o mRNA, como HuR e Actl, e fatores que desestabilizam, como SF2 (LI et
al., 2019). A IL-17 promove a fosforilacdo da Serl11 em Actl e recruta TRAF2 e TRAFS.
Este processo resulta no sequestro do fator ASF/SF2, que normalmente desestabiliza o
mRNA. Além disso, também ¢ recrutado o fator HuR, conhecido por sua fun¢do na
estabilizacdo do mRNA (MONIN; GAFFEN, 2017; LI et al., 2019).

Ja ¢ evidenciado existéncia de sinergia entre IL-17A e outros fatores como IL-1, [FNy,
o fator estimulante de colonias de granuldcitos-macréfagos e TNF (ROBERT; MIOSSEC,
2019). No entanto, para que ocorra a sinergia entre IL-17 e TNF, ¢ essencial que a IL-17 atue
primeiro, aumentando a expressdo do receptor de TNF (TNFR), especialmente o TNFRII.
Este aumento na expressdao do TNFRII amplifica a resposta ao TNF (A BERINGER et al.,
2018; MIOSSEC, 2021).

A via de sinalizagao da IL-17A pode ser observada na Figura 9.
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Figura 9 — Via de sinalizagdo da IL-17A.
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Na imunidade contra bactérias e fungos, a IL-17A e IL-17F sdo cruciais, pois a
producdo de peptideos antimicrobianos ¢ estimulada por elas, a funcdo de barreira ¢é
melhorada e o recrutamento de neutrofilos é promovido (CHUNG; YE; IWAKURA, 2021;
MILLS, 2022). Por exemplo, A produgcdo de lipocalinas, proteinas S100, proteinas
regenerativas, lactoferrinas e [(-defensinas ¢ estimulada pela IL-17A em macrofagos e
neutrofilos, o que promove a morte de bactérias. Por meio da geracdo de diversas proteinas da
fase aguda, a transmiss@o dessa citocina preserva as conexdes firmes em tecidos mucosos. A
producao de quimiocina (motivo C-C) ligante (CCL)-20 e fator estimulante de colonia de
granuldcitos ¢ induzida pela IL-17A, que em sinergia com citocinas como IL-6 e TNF,
promove o recrutamento de neutrofilos. (GE; HUANG; YAO, 2020).

Uma meta-andlise revelou que a IL-17A esta elevada em pacientes com covid-19 em
comparagdo com os controles. Observou-se que essa elevacao ¢ ainda mais significativa em
pacientes que apresentam formas moderadas e graves da doenca do que no controle

(FADLALLAH; EDDIN; A RAHAL, 2021).
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Foi observado que a correlagdo entre lesdes pulmonares e inflamacao exagerada esta
associada as respostas enfraquecidas das células T regulatorias e as respostas intensificadas
das células Th17 (SADEGHI et al., 2020).

Apesar de ndo ter sido evidenciado no contexto da covid-19, foi observado que duas
variagOes genéticas da IL-17 podem ser relevantes. Foi observado que uma concentragdo
sérica reduzida desta citocina, um risco significativamente menor de desenvolver a Sindrome
do Desconforto Respiratério Agudo e um melhor prognoéstico de sobrevivéncia em 30 dias sao
apresentados por individuos com o alelo “A” da rs2275913. Por outro lado, uma concentragdo
sérica aumentada, uma maior susceptibilidade a Sindrome do Desconforto Respiratorio
Agudo e uma menor sobrevivéncia em 30 dias sdo apresentadas por individuos com o alelo
“T” da rs8193036 (XIE et al., 2019).

Foi identificado que a capacidade de produzir IL-17 in vitro ¢ aumentada nas células T
CD8+ ou CD4+ em pacientes com pneumonia por covid-19. (BIASI et al., 2020). Apos a
infeccdo com o SARS-CoV-2, a pneumonia desenvolvida por camundongos foi caracterizada
pela infiltracdo de neutrofilos, linfécitos, macrofagos e ativacdo da via de sinalizagao IL-17

(GENG et al., 2021).

2.6.5 TNF

Como levantado por Van Loo e Bertrand (2022) a TNF foi identificada como um
agente com atividade antitumoral apds infec¢des bacterianas (A CARSWELL et al., 1975).
Apos a descoberta, a purificagdo, sequenciamento e clonagem dos genes responsaveis por sua
producao e dos receptores associados foram realizados, seguidos de estudos para validar seu
potencial antineoplasico (VAN LOO; BERTRAND, 2022). Foi revelado que a molécula que
causa a caquexia, a “cachectina”, ¢ a mesma que a TNF, apesar dessa propriedade
(BEUTLER et al., 1985).

O TNF, uma proteina homotrimérica, apresenta duas formas distintas: inicialmente, ¢
gerada como uma proteina transmembranar, que pode ser convertida em uma forma solavel
pelo processamento da ADAM 17. Existem dois receptores para o TNF: TNFR1 e TNFR2.
Encontrado em quase todas as células, o TNFR1 pode ser ativado tanto pela forma soltvel
quanto pela forma transmembranar do TNF. Este receptor, que possui um dominio de morte,
pode ativar genes pro-inflamatorios e, sob certas condigdes, pode induzir a morte celular
programada. Em células especificas, como neur6nios, células T reguladoras e
oligodendrocitos, o TNFR2 ¢ expresso. Este receptor, que ¢ ativado principalmente pela

forma transmembranar, estd associado a sobrevivéncia e proliferagdo celular.
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(ATRETKHANY et al., 2020). De fato, a via TNF-TNFR1 pode promover necroptose,
piroptose ou apoptose (VAN LOO; BERTRAND, 2022).

A oligomerizagao do receptor ¢ induzida pelo TNF ao se ligar ao TNFRI1. Isso resulta
no recrutamento de TRADD e RIPK1 para os dominios de TNF-TNFRI1, através do dominio
de morte presente. O complexo I ¢ formado, com o subsequente recrutamento de TRAF2/5 e
cIAP1/2. As cadeias de ubiquitina ligadas a K63 sdo adicionadas ao RIPK1 por cIAP1/2, o
que resulta no recrutamento de LUBAC e TAB2/3. TAB1 e TAK1 sdo recrutados por TAB2/3
(PREEDY; WHITE; TERGAONKAR, 2024).

A via de sinalizacdo das quinases de proteina quinase ativadas por mitogeno ¢ ativada
pelo TAKI1. Cadeias de ubiquitina ligadas a M1 sdo adicionadas ao RIPK1 por LUBAC, o que
potencialmente gera hibridos ligados a K63/M1. O complexo IKK ¢ recrutado através de
NEMO pelas cadeias de ubiquitina ligadas a M1 e K63/M1 no RIPK1. A aproximagdo deste
complexo a TAKI ¢ realizada pelo seu recrutamento para TNFR1. A fosforilagdo e ativagdo
de IKK2 ¢ realizada por TAKI. A fosforilacio de IxBa ¢ entdo realizada por IKK2,
resultando na liberacao de NF-«xB e na ativagdo de sua via de sinalizagao (PREEDY; WHITE;
TERGAONKAR, 2024). Através da caspase-8, a apoptose pode ser induzida pelos complexos
ITa e IIb na via TNF-TNFRI1. A necroptose pode ser promovida pelo complexo Ilc através da

RIPK3 (ALIM; KEANE; SOUZA-FONSECA-GUIMARAES, 2024).

Figura 10 — Via de sinalizagdo do complexo I do TNF-TNFRI.
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Os macroéfagos, as células NK e, em particular, as células T ativadas sdo exemplos de
células que produzem TNF. Nao apenas a transcricdo de IL-6 e IL-1p ¢ ativada pela
translocacdo de NF-kB para o ntcleo da célula, mas também a de TNF, resultando assim na
amplificacdo da resposta inflamatéria, causando um loop de ativacdo (CALDITO, 2023). A
estimulagdo da liberagdo de quimiocinas, promoc¢do do recrutamento inicial e intenso de
neutréfilos e monocitos, e ativacao de células endoteliais sdo causados por TNF (SALOMON,
2021). .

No contexto da covid-19, uma meta-andlise revelou que, embora cada aumento de 1
pg/mL nas concentragdes de TNF aumente de maneira ndo significativa a susceptibilidade a
casos graves de covid-19, foi evidenciado que cada aumento de 1 pg/mL nas concentracdes de
TNF aumenta de maneira significativa o risco de evolugdo ao 6bito (HALIM; MIRZA; SARI,
2022).

Eventos inflamatorios localizados e sistémicos sdo desencadeados pelo TNF em
conjunto com outras citocinas inflamatorias, resultando em acimulo de liquido e danos nos
pulmdes, e em casos extremos, levando a morte (ZAWAWTI et al., 2023). Eventos celulares
que impactam a inflamagdo e a morte celular podem ser desencadeados pela sinergia entre
TNF e IFN-y, conforme observado. De maneira especial, a interrupg¢do do ciclo celular e a
senescéncia podem ser causadas por essa interagdo (PALACIOS ef al., 2023). Foi evidenciado
que choque mortal de citocinas em camundongos, similar ao dano visto na covid-19, foi
causado pela sinergia entre TNF e IFN-y (KARKI ef al., 2021). Pacientes de covid-19 com
problemas de satide preexistentes, como excesso de peso, enfermidades cardiacas e pressdo
arterial elevada, estdo mais vulneraveis a complicagdes em funcdo de superexpressao de TNF

(ZAWAWI et al., 2023)..

2.7 Variacoes genéticas

Um padrao de heranca genética € possuido por nossos fenotipos (como altura e tipo
sanguineo), bem como o aumento na suscetibilidade na maioria das doencas, € algumas tem
origens genéticas. Com isso em mente, as variacdes genéticas sdo estudadas em pesquisas e
médicas, e incluem: Polimorfismo de Nucleotideo Unico (SNP), polimorfismo de
comprimento de fragmento de restri¢do, variagdo no numero de copias, entre outros.
(KAMATANI; NAKAMURA, 2021).

Conexdes de gendtipos com fenotipos sdo verificadas pelos estudos de associagdo
gendmica ampla (GWAS). Através da andlise das variagdes na frequéncia dos alelos de

variantes genéticas, isso € feito entre individuos que compartilham uma ancestralidade
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parecida., porém apresentam diferengas fenotipicas. Os SNPs sdo frequentemente os mais
estudados. A susceptibilidade de um individuo a desenvolver uma condi¢do de satde, seja ela
fisica ou mental, pode ser antecipada através do perfil genético (UFFELMANN et al., 2021)..

Como levantado por Uffelmann et al. (2021) embora os GWAS sejam uteis, eles t€ém
suas restricdes. Por exemplo, a maioria dos tracos ¢ afetada por varias variantes causais
(HOLLAND et al., 2020), cada uma contribuindo com um risco muito baixo, geralmente estas
variantes causais estdo correlacionadas com muitos outros tracos (WATANABE et al., 2019)
e estdo associadas a variantes causais e ndo causais que estdo fisicamente proximas devido ao
desequilibrio de ligagdo (SLATKIN, 2008). Isso torna as inferéncias biologicas e causais
complexas (UFFELMANN; POSTHUMA, 2021). Além disso, diferentes ancestralidades
podem resultar em associagdes genéticas distintas, o que dificulta a comparagao direta entre
grupos de individuos (UFFELMANN et al., 2021).

No contexto dos SNPs, uma substituicdo que envolve a troca de uma purina por outra
purina, ou de uma pirimidina por outra pirimidina, ¢ denominada transi¢do. Por outro lado, se
uma pirimidina € substituida por uma purina, ou vice-versa, isso ¢ chamado de transversao.
As transi¢des tendem a ocorrer com maior frequéncia (ROBERT; PELLETIER, 2018). Os
SNPs podem ocorrer em introns, éxons ou regides intergénicas e sdo a forma mais frequente
de variacOes genéticas (VALLEJOS-VIDAL et al., 2020). A expressdao dos genes pode ser
modificada pelos SNPs localizados em areas regulatorias. Isso ocorre porque a capacidade de
ligacdo dos fatores de transcri¢cao aos seus locais de ligagdo especificos pode ser influenciada
por eles (KLEES et al., 2021).

Segundo levantado por Kenney et al. (2017), variagdes genéticas no hospedeiro
podem intensificar a resisténcia ou a susceptibilidade a doencas virais causados por, por
exemplo, o virus da imunodeficiéncia humana, influenza, hepatite B e C, e norovirus, entre
outros (KENNEY et al., 2017). Similarmente, também foram levantados SNPs envolvidos na
gravidade e suscetibilidade de infec¢des por influenza, inclusive variagdes nos genes de
citocinas, como TNF e IL-1 (NOGALES; DEDIEGO, 2019). As variagdes genéticas presentes
em genes responsaveis por PRRs, citocinas, fatores de transcrigdo podem contribuir para
doenga respiratdria causada por virus (FORBESTER; HUMPHREYS, 2021).

Dentro do contexto da covid-19, as variagdes genéticas estdo sendo amplamente
estudadas para entender a progressao da doenca (DIETER et al., 2022; KALTOUM, 2021). O
estudo de variagdes genéticas na covid-19 inclui a ECA2 e TMPRSS2 (DIETER et al., 2022),
o Antigeno Leucocitdrio Humano e ABO (KALTOUM, 2021), o Receptor da Subunidade 2
do Interferon o/f (JALKANEN et al., 2023), a 2°,5’-Oligoadenilato Sintetase 1 e 3, e a
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Tirosina Quinase 2 (VELAVAN et al., 2021). Além disso, genes de citocinas como IL-6
(CHEN et al., 2021), IL1B e IL-10 (BALZANELLI et al., 2022) também sdo alvos de

estudos.

Por meio do levantamento da literatura SNPs de interesse para este presente estudo

foram identificados. O SNP, o pais onde ocorreu o estudo, o numero da populacdo, o periodo

de recrutamento da populagdo inclusa no estudo, o restudo e as respectivas referéncias podem

ser encontradas na Tabela 3.

Tabela 3 — Os SNPs identificados na literatura e investigados no presente estudo.

SNP Pais Numero da populacdo Periodo de Resultado Referéncia
Recrutame
nto
rs1800629 Egito 900 com covid-19 (456  Abril-Julho Gravidade da covid-19 foi SALEH et al.,
(G>A) grave e 444 leve) e 184 de 2020.  correlacionada ao gendtipo 2020
(TNF) controles. “AA”.
rs1143627 Japdo 230 com covid-19 (202 com 1 de margo Genotipo “GG” aumenta em TANIMINE et
(G>A) a forma ndo-grave e 28 com de 2020-31 cerca de quatro vezes a al.,2021.
(IL-1p) a forma grave), mas apenas de margo de suscetibilidade a evolugao a
211 foram genotipados. 2021. covid-19 grave.
rs1800872 India 160 (85 com a forma leve e Nao Gendtipo “CC” (“GG”na  RIZVletal.,
(T>G) 75 com a forma grave). informado.  forward strand) confere 2022.
(IL-10) protecdo contra a gravidade.
rs3819025  Brasil 20 amostras pulmonares Nao O alelo “G” pode AZEVEDO et
(G>A) post-mortem por dano  informado. potencialmente aumentar a al., 2021
(IL-17A) alveolar difuso por SARS- suscetibilidade a evolugdo
CoV-2; 11 amostras para o 6bito. Os genoétipos
pulmonares post-mortem de “GA” e “GG” estdo
pacientes que evoluiram ao correlacionados com uma
obito por ndo-covid-19. maior expressdo tecidual de
IL-17A.
rs1800795 Holanda, 3958 casos e 3671 Estudos de O polimorfismo esta ULHAQ;
(C>G) China, controles. 2005 até correlacionado com a SORAYA,
(IL-6) México, 2017. gravidade da pneumonia, 2020
Espanha, especialmente em
Russia, caucasianos
Alemanha,
e Egito.

Fonte: Autoria propria.
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Com tudo isso posto, fica evidenciado que o estudo de variagdes genéticas no
hospedeiro, especialmente em genes codificantes de citocinas, especialmente as das citocinas
IL-6, IL-17A, TNF, IL-10 e L-1pB, ¢ importante para entender a imunopatologia por tras da
tempestade de citocinas provocada pelo SARS-CoV-2 e demonstra a complexidade de

interagdo entre virus-hospedeiro.
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3 HIPOTESES

A presenca de SPNs nos genes da IL-6, TNF, IL-1p, IL-10, e IL-17A sao relevantes e
estdo associadas com a gravidade e desfecho clinico da covid-19.

Fatores como idade, sexo, e condi¢cdoes médicas adicionais influenciam no desfecho

clinico dos pacientes graves com covid-19.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Investigar a correlagdo dos polimorfismos nos genes da IL-6 (rs/800795), TNF

(rs1800629), IL-1B (rs1143627), IL-10 (rs1800872), e IL-17A (rs3819025) na gravidade e no
desfecho clinico da covid-19.

4.2 Objetivos especificos

e Avaliar a correlagdo da idade e sexo na gravidade (leve/moderado versus
grave) e desfecho da doenca (alta hospitalar versus 6bito);

e Relacionar a frequéncia alélica dos SNPs estudados com as comorbidades,
gravidade e o desfecho;

e Correlacionar a presenga de comorbidades com o desfecho clinico e gravidade.

5. METODOLOGIA
5.1 Desenho do estudo

Realizou-se um estudo de carater transversal, apds aprovagdo do protocolo pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Ceara (CEP/UFC/PROPESQ), com
pareceres de numeros 4.505.911 e 4.346.280 (ANEXOS A e B). Além disso, a pesquisa foi
conduzida de acordo com a resolugao 466/12 do Conselho Nacional de Satde.

5.2 Inclusio e classificacdo de pacientes.

Foram inclusos no estudo pacientes com >18 anos, que assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), ndo vacinados para covid-19. Os pacientes que
nao foram internados foram considerados como tendo a forma leve/moderada da doenca.
Pacientes graves foram considerados aqueles internados na UTI manifestando Sindrome do
Desconforto Respiratorio, ou saturacdo de oxigénio inferior a 95%, de acordo com a
categorizacdo do Ministério da Satde (BRASIL, 2023b). Todos os pacientes tiveram a

infec¢do confirmada pela técnica de transcri¢do reversa seguida por PCR.
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5.3 Coleta de amostras.

Amostras de pacientes com a forma leve/moderada da doenga foram coletadas de
pacientes atendidos no Posto de Saude Anastacio Magalhaes, que se encontra no municipio de
Fortaleza, Ceara. A coleta se deu entre fevereiro e julho de 2021.

As amostras de pacientes com a forma grave da doenca foram obtidas do Hospital
Instituto José Frota (IFJ), também do municipio de Fortaleza, na qual os pacientes se
encontravam na UTI da covid-19. A coleta ocorreu entre janeiro € maio de 2021

5.4 Avaliacao de registros médicos.

Por meio do sistema ARS vitae os prontuarios dos 82 pacientes graves e os dados dos

40 pacientes leve/moderado foram avaliados.
5.5 Extracao do material genético.

O DNA foi extraido de forma automatizada através do equipamento KingFisher e do
kit MagMax DNA Multi-Sample Ultra 2.0 da empresa Applied Biosystems, utilizando beads
magnéticas. Preparou-se uma placa com 70uL de solucdo de eluicao, outra placa com 500uL
da solugdo de lavagem I e duas placas com 500uL de solu¢dao de lavagem II. A placa de
amostra foi preparada da seguinte forma: 30 pL de solugdo Enhancer foram adicionados a
cada pogo, seguidos por 200 uL. da amostra de sangue total de cada paciente em diferentes
pocos, e finalmente, 30 uL. de solugdo contendo proteinase K (para remocao de proteinas)
foram adicionados em seus respectivos pogos.

Para iniciar a atividade da proteina K, as placas foram colocadas no equipamento em
ordem. Durante esse processo, para isolar o DNA através da técnica de ligagdo as beads, foi
feito o mix de DNA Binding Bead. O mix foi feito adicionando 20uL de solu¢do com as
beads magnéticas e 200uL de solucao de ligacao por pogo. Foi adicionado 220 puL. do mix de
DNA Binding Bead a cada pogo ao término da proteinase K. Por fim, o equipamento recebeu
a placa e realizou os passos de lavagem (para purificar e isolar o DNA usando magnetismo) e
de elui¢do (para separar o DNA das beads).

5.6 Concentracao de acido nucleico

Com o DNA isolado e purificado, procedeu-se a quantificagdo para verificar a
concentragdo do DNA. Para isso, utilizou-se o equipamento NanoDrop™ Lite, que emprega a
técnica de espectrofotometria para microvolumes, da empresa Applied Biosystems. A técnica
mede a concentracdo por meio da absor¢ao de luz, e ¢ conhecido que os acidos nucleicos
absorvem luz na faixa de comprimento de 260nm. A identificagdo de contaminagdo por

proteinas foi realizada por meio da leitura do comprimento de onda de 280nm. Amostras
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contendo valor entre 1,8 ¢ 2,0 foram inclusas. Com esse valor obtido através da correlagao
entre 260/280.
5.7 Normalizacao da concentracio de acido nucleico
A concentracdo padrao foi determinada apds a andlise da concentragdo de acido
nucleico no passo de genotipagem, evitando resultados originados de variagdes na
concentracdo de acido nucleico. Para o passo de genotipagem o valor de 20ng/uL foi
determinado a concentracao padrdo. Amostras com valor inferior foram utilizadas no teste
com leves alteragdes no protocolo. Amostras com valor superior a esse foram diluidas.
5.8 Ensaios de genotipagem
Foi realizado a etapa de genotipagem com as amostras de concentragdo padronizada.
As identificagdes, que se referem as sondas TagMan™ e ao polimorfismo, incluem Assay ID,
Catalog, polimorfismo, variagcdo, localizacdo do polimorfismo e seus respectivos genes

podem ser observadas na Tabela 4.

Tabela 4 — Informagdes sobre as sondas TagMan™ e seus polimorfismos alvos.

Assay ID Catalog # Polimorfismo Variagdo  Localizagdo do SNP Gene
C__ 7514879 10 4351379 rs1800629 G>A Upstream TNF
C__ 1839697 20 4351379 rs1800795 C>G Upstream IL-6
C_ 1839944 10 4351379 rs1143627 G>A Upstream IL-1B
C__ 1747363_10 4351379 rs1800872 >G Upstream IL-10
C 292276 10 4351379 rs3819025 G>A Intronica IL-17A

Fonte: Autoria propria.

A genotipagem foi realizada através da reacdo em cadeira da polimerase (PCR) em
tempo real (QPCR) usando a técnica de sonda de hidrolise da TagMan™ e o reagente
TagPath™ ProAmp™ Master Mix (MasterMix), ambos da Applied Biosystems™, e 4gua de
infusdo. Através do equipamento CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System, da
empresa Bio-Rad. Foi utilizado o seguinte protocolo: para cada amostra usou-se 2,75ul de
agua para infusdo, 0,25uL. da sonda TagMan™, 5ulL de MasterMix (8uL de mistura), e 2ul
de DNA, totalizando 10uL de solugdo (Tabela 5).
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Tabela 5 — Protocolo com concentracdo de reagentes para a qPCR.

MATERIAL VOLUME P/1 POCO N.° DE AMOSTRAS
MasterMix SuL (5 pL x N.°) +10%
Agua para Injecio 2,75uL (2,75 pL x N.°) +10%
Sonda 0,25uL (0,25 pL x N.°) +10%
DNA 2ul 2ul

Fonte: Autoria propria.

Para a leitura de varias amostras de uma sé vez, foi utilizada uma placa de 96 pocos
para PCR, com cada pogo contendo um volume de 10 pL. A placa foi selada e submetida a
uma centrifugacao por 30 segundos antes de ser colocada no CFX96.

O protocolo utilizado para o equipamento referente a temperatura e tempo foi: 60 °C
por 30 segundos para pré-aquecimento; 95 °C por 5 minutos para desnaturagdo inicial das
fitas de DNA; 95°C por 15 segundos para desnaturacao; ¢ 60 °C por 60 segundos para
anelamento e extensdo da fita. Com 40 ciclos, com as temperaturas de desnaturacao 95 °C por
15 segundos e de anelamento e extensao 60 °C por 60 segundos se repetindo.

5.9 Analise estatistica

Os pacientes foram divididos por gravidade da covid-19: grave (G) que foi
subdividido em desfecho dos pacientes: alta (G-A) e 6bito (G-O); os dados apresentados por
desfecho clinico e forma geral; e pacientes leve/moderado (L/M) para que a andalise de dados
seja feita. Para realizar a analise descritiva da ficha médica e dos resultados da genotipagem,
bem como a criagdo de graficos, foi utilizado o programa Minitab.

Para a andlise inferencial das fichas médicas e dos resultados de genotipagem, foi
utilizado o programa GraphPad Prism 9.2.0 (332). O equilibrio de Hardy-Weinberg foi
calculado usando um arquivo Excel configurado para realizar tal calculo, e foi aplicado a
todos os resultados.

5.9.1 Anadlise descritiva

Os pacientes foram separados em relagdo a: manifestagdes clinicas (tosse, febre,
dispneia, baixa saturacdo de oxigénio, e etc), condigdes médicas adicionais (hipertensao,
tabagismo, obesidade, diabete mellitus, e etc), idade (igual ou maior que 60 anos, 40 a 59
anos, ¢ 18 a 39 anos), sexo (feminino e masculino). Em relagdao aos dados obtidos na
genotipagem foram divididos em trés grupos: heterozigoto, homozigoto para o alelo 1, e

homozigoto para alelo 2.
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Com cada grupo dividido pela gravidade e desfecho clinico com objetivo de comparar
para encontrar uma possivel associagdo. Apenas genotipagem, sexo ¢ idade puderam ser
utilizados para a busca de associagdo a gravidade.

5.9.2 Analises inferenciais

O teste exato de Fisher foi utilizado para verificar a diferenca entre os grupos L/M e G
em relacdo ao sexo, buscando associagdes com a gravidade. O teste de qui-quadrado foi
utilizado para verificar em relacao a idade. O teste exato de Fisher foi empregado para avaliar
as informagdes sobre sexo, sintomas e comorbidades em relagdo aos pacientes G-A versus G-
0. O teste de qui-quadrado foi usado para verificar em relacdo a idade entre os subgrupos de
desfecho. Através do teste chi quadrado de Pearson foi examinado o desfecho e gravidade do
resultado da genotipagem. Apds, o teste exato de Fisher foi usado para verificar o modelo
dominante e recessivo das variagdes genéticas. Sendo o de valor de p < 0,05 indicando
significancia estatistica.

A regressao logistica binaria foi aplicada para prever a gravidade da doenca com base
nas comorbidades ¢ alelos. Além disso, a interagdo entre as comorbidades e¢ os alelos
polimoérficos também foi considerada. O mesmo método foi usado para prever a ocorréncia de
obitos com base nas comorbidades e alelos. Sendo o de valor de p < 0,05 indicando
significancia estatistica.

As etapas seguidas neste estudo estdo representadas no fluxograma, conforme

apresentado na Figura 11.

Figura 11 — Ordem cronologica das etapas seguidas neste estudo.
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Fonte: Autoria propria.
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6. RESULTADOS
6.1 Caracteristicas sociodemograficas e clinicas dos pacientes com covid-19

No total, 122 pacientes foram incluidas no estudo. O grupo leve/moderado foi
composto por 40 (32,79%) pacientes originados do Posto de Satde Andstacio Magalhaes,
enquanto o grupo grave continha 82 (67,21%) pacientes, vindos do IJF. Dentre os pacientes
do grupo grave, 49 (59,76%) receberam alta hospitalar e 33 (40,24%) evoluiram para obito.
No grupo que recebeu alta, 21 eram do sexo feminino (42,86%) e 28 do sexo masculino
(57,14%). Entre os que evoluiram para 6bito, 11 eram do sexo feminino (33,33%) e 22 do

sexo masculino (66,67%), conforme mostrado no Grafico 1.

Grafico 1 - Desfecho do grupo de pacientes com a forma grave da doenga, dividido por sexo.
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Fonte: Autoria propria.

No grupo leve/moderado, 29 eram do sexo feminino (72,50%) e 11 do sexo masculino

(27,50%), como visto no Grafico 2.
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Grafico 2 — Distribuicao por sexo no grupo com as formas leve/moderada vs grave da doenga.
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Fonte: Autoria propria

Os pacientes foram divididos em trés grupos de acordo com a idade: 18-39 anos, 40-
59 anos e 60 anos ou mais. No grupo grave aqueles que receberam alta, havia 14 (28,57%)
pacientes entre 18-39 anos, 13 (26,53%) entre 40-59 anos e 22 (44,90%) com 60 anos ou
mais. Entre os que faleceram, dois (6,06%) tinham entre 18-39 anos, 11 (33,33%) entre 40-59
anos e 20 (60,61%) tinham 60 anos ou mais.

No total, no grupo grave, 16 (19,51%) tinham entre 18-39 anos, 24 (29,27%) entre 40-
59 anos e 42 (51,22%) tinham 60 anos ou mais. Esses resultados podem ser visualizados no

QGrafico 3.
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Grafico 3 — Comparacao dos desfechos clinicos no grupo com a forma grave da covid-19, em

relagdo a idade.
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Fonte: Autoria prépria.

No grupo leve/moderado, haviam 20 (50,00%) pacientes entre 18-39 anos, 17
(42,50%) entre 40-59 anos e trés (7,50%) com 60 anos ou mais (Grafico 4).

Grafico 4 — Comparagao entre os grupos Grave ¢ Leve/Moderado em relagao a idade.
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O teste exato de Fisher foi realizado para determinar a diferenca de frequéncia de sexo
entre os grupos Grave e Leve/Moderado. O resultado apresentou diferenga (p= 0,0009),

conforme mostrado na Tabela 6.

Tabela 6 — Distribui¢cdo do sexo entre os grupos Grave e Leve/Moderado.

Sexo Leve/Moderado Grave Total p (<0,05)
Masculino 11 50 61 0,0009
Feminino 29 32 61

Total 40 82 122

Fonte: Autoria propria

Em relagdo ao desfecho, o teste de exato de Fisher foi aplicado em relagdao ao sexo e

ao desfecho, e ndo se observou diferenca (p= 0,4899) como evidenciado na Tabela 7.

Tabela 7 — Distribui¢do do sexo entre os desfechos nos pacientes graves.

Sexo Alta Obito Total p (<0,05)
Masculino 28 22 50 0,4899
Feminino 21 11 32

Total 49 33 82

Fonte: Autoria propria

O teste de qui-quadrado revelou uma diferenga (p= <0,0001) entre os grupos Grave e

Leve/Moderado em relacao a idade, conforme indicado na Tabela 8.

Tabela 8 — Distribuicao da idade entre os grupos Grave e Leve/Moderado.

Idade (Grupo)  Leve/Moderado Grave Total p (<0,05)
18-39 20 16 36 <0,0001
40-59 17 24 41

>60 3 42 45
Total 40 82 122

Fonte: Autoria propria.

A diferenca no desfecho em relagdo a idade foi revelada pelo teste de qui-quadrado

(p=0,0411), conforme demonstrado na Tabela 9.
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Idade (Grupo) Alta Obito Total
18-39 14 2 16
40-59 13 11 24
>60 22 20 42
TOTAL 49 33 82

Fonte; Autoria propria

p (<0,05)
0,0411

Em relagdo as comorbidades, dos 49 pacientes que receberam alta, a frequéncia de
sobrepeso/obesidade foi de 22 (44,90%), hipertensdo arterial sistémica foi de 20 (40,82%),
diabetes mellitus foi de 15 (30,61%), tabagismo foi de sete (12,24%), cardiopatia foi de trés

(6,12%), etilismo foi de cinco (10,20%), transtornos psiquidtricos foram de cinco (10,20%),

doenca renal cronica foi de trés (6,12%), doenga pulmonar foi de cinco (10,20%), acidente

vascular cerebral foi de dois (4,08%), uso de dispositivo médico foi de um (2,04%), sindrome

demencial foi de um (2,04%), epilepsia foi de dois (4,08%), outras comorbidades foram de

cinco (10,20%), e sete (14,29%) nao apresentaram comorbidade. A frequéncia de

comorbidade nos pacientes que receberam alta pode ser vista na Tabela 10.

Tabela 10 — Lista de frequéncia de comorbidade dos pacientes que receberam alta.

Comorbidade Frequéncia absoluta Porcentagem
Sobrepeso/Obesidade 22 44,90
HAS 20 40,82
DM 15 30,61
Tabagista 7 14,29
Cardiopatia 3 6,12
Etilista 5 10,2
Transtorno psiquiatra 5 10,2
DRC 3 6,12
Doenga Pulmonar 5 10,2
AVC 2 4,08
Dispositivo médico 1 2,04
Sindromes Demenciais 1 2,04
Epilepsia 2 4,08
Outras 5 10,2
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Sem comorbidade 7 14,29

HAS: Hipertensdo arterial sistémica; DM: diabetes mellitus; DRC: Doenga renal cronica; AVC: Acidente

vascular cerebral.

Em relagdo aos 33 pacientes que evoluiram para Obito, a frequéncia de
sobrepeso/obesidade foi de 10 (30,30%), hipertensdo arterial sistémica foi de 16 (48,48%),
diabetes mellitus foi de nove (27,27%), nove (27,27%) eram tabagistas, cardiopatia foi de sete
(21,21%), etilismo foi de trés (9,09%), transtorno psiquiatrico foi de um (3,03%), doenca
renal cronica foi de trés (9,09%), doenca pulmonar foi de trés (9,09%), acidente vascular
cerebral foi de dois (6,06%), trés (9,09%) usavam algum dispositivo médico, dois (6,06%)
tinham sindrome demencial, um (3,03%) tinha epilepsia, um (3,03%) tinha outra
comorbidade, e quatro (12,12%) ndo apresentaram comorbidade. A frequéncia desse grupo

pode ser observada na Tabela 11.

Tabela 11 — Lista de frequéncia de comorbidade dos pacientes que evoluiram para 6bito.

Comorbidade Frequéncia absoluta Porcentagem
Sobrepeso/Obesidade 10 30,3
HAS 16 48,48
DM 9 27,27
Tabagista 9 27,27
Cardiopatia 7 21,21
Etilista 3 9,09
Transtorno psiquiatra 1 3,03
DRC 3 9,09
Doeng¢a Pulmonar 3 9,09
AVC 2 6,06
Dispositivo médico 3 9,09
Sindromes Demenciais 2 6,06
Epilepsia 1 3,03
Outras 1 3,03
Sem comorbidade 4 12,12

HAS: Hipertensdo arterial sistémica; DM: diabetes mellitus; DRC: Doenca renal cronica; AVC: Acidente

vascular cerebral.
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O teste exato de Fisher foi aplicado para verificar a diferenca de frequéncias nas
comorbidades mais frequentemente encontrados. No entanto, conforme observado na Tabela

12, nao houve diferencgas todas apresentaram um p >0,05.

Tabela 12 — Frequéncia de comorbidades, segundo desfecho.

Comorbidade Obito Alta Total P <0,05
HAS 16 20 36 0,5064
Sobrepeso/Obesidade 10 22 32 0.2492
Tabagismo 9 7 16 0,1655
Cardiopatias 7 3 10 0,0809
DM 9 15 24 0,8082

Fonte: Autoria propria

Dos 40 pacientes com a forma leve/moderada da doenca, a frequéncia de pacientes
com sobrepeso ou obesas foram de 23 (57,50%) hipertensdo foi de sete (17,50%), diabetes
mellitus foi de cinco (12,50%), influenza A/B foi de zero (0,00%), cardiopatia foi de zero
(0,00%), doenga pulmonar foi de trés (7,50%), malignidade foi de zero (0,00%), anemia foi
de quatro (10,00%), hepatite aguda foi de cinco (12,50%), doenca renal aguda foi de seis
(15,00%), doenca renal cronica foi de um (2,50%), e outras comorbidades foram de 26
(65,00%), 20 (50,00%) sem comorbidade. A frequéncia desse grupo pode ser vista na Tabela
12.

Tabela 13 — Lista de frequéncia de comorbidade dos pacientes leve/moderados.

Comorbidade Frequéncia absoluta Porcentagem
Sobrepeso/Obesidade 23 57,50
Hipertensao 7 17,5
DM 5 12,5
Influenza A/B 0 0
Cardiopatia 0 0
Doenga pulmonar 3 7,5
Malignidade 0 0
Anemia 4 10
Hepatite Aguda 5 12,5
Doenga Renal Aguda 6 15
Doenga Renal Cronica 1 2,5
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Outras 23 57,5
Sem comorbidade 20 50

Fonte: Autoria propria. DM: diabetes mellitus

Analisando as frequéncias de HAS e DM nos diferentes grupos, por meio do teste de
qui-quadrado, foi observado que o grupo com covid-19 leve apresentou uma proporgao
significativamente maior de individuos sem HAS em compara¢do com os demais grupos (p=
0,013) DM nao apresentou significancia (p = 0,117). Contudo, ndo foi possivel verificar o
histérico de tabagismo para o grupo leve/moderado, pois nao havia informagdes disponiveis.

Além disso, a categoria de sobrepeso/obesidade nao foi incluida devido a possiveis
divergéncias de diagnostico desses estados provenientes das diferentes origens, por exemplo,
ndo temos acesso ao indice de Massa Corporal do grupo grave. Esses dados estdo detalhados

na Tabela 14.

Tabela 14 — Frequéncias de HAS e DM.

Comorbidades Leve Grave Obito ’
N =40 (%) N =49 (%) N =133 (%)
HAS
NAO 33(82,5%) 29 (59,2%) 17 (51,5%) 0,013
SIM 7(17,5%,) 20 (40,8%) 16 (48,5%)
DM
NAO 35 (87,5%) 34 (69,4%) 24 (72,7%)
SIM 5(12,5%) 15 (30,6%) 9(27,3%) o1

Fonte: Autoria propria. DM: diabetes mellitus; HAS: Hipertensdo Arterial Sistémica.

Em relagdo aos pacientes que receberam alta (n=49), a frequéncia de manifestacao
clinica inclui mais frequentes incluiu: Dessaturagdo 27 (55,10%), tosse 25 (51,02%), dispneia
24 (48,98%), febre 24 (48,98%), manifestagdao neurologica 14 (28,57%), SRAG 11 (22,45%),
sintoma gastrico 11 (22,45%). Foi o unico grupo que manifestou alguma forma de
manifestagdo neurologica.

Em relagdo aos pacientes que evoluiram para Obito (n=33), a frequéncia de
manifestagdes clinicas mais frequentes incluem: Dessaturacdo 15 (45,45%), tosse 13
(39,39%) outros 12 (36,36%), dispneia 11 (15,15%), sintomas gastricos nove (27,27%),
sindrome gripal cinco (15,15%). A frequéncia das manifestacdes clinicas no grupo grave, por

desfecho pode ser vista na Tabela 15.
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Tabela 15 — Frequéncia de manifestacdes clinicas no grupo grave, por desfecho.

Manifestagdio Clinica N.° de Pacientes Porcentagem (Alta) N.° de’Pacientes Porc’entagem
(Alta) (Obito) (Obito)
Adinamia 3 6,12 4 12,12
Ageuseia 2 4,08 1 3,03
Anosmia 3 6,12 1 3,03
Astenia 2 4,08 - -
Cansaco 1 2,04 -- -
Cefaleia 8 16,33 4 12,12
Choque -- -- 2 6,06
Cianose periférica -- -- 2 6,06
Convulsao 2 4,08 1 3,03
Coriza 4 8,16 2 6,06
Desconforto respiratério 6 12,24 4 12,12
Dessaturagao 27 55,1 15 45,45
Disfagia 7 14,29 3 9,09
Dispneia 24 48,98 11 33,33
Febre 24 48,98 2 6,06
Febre ndo aferida 1 2,04 - -
Hipertensdo 2 4,08 1 3,03
Hiporexia 3 6,12 1 3,03
Hipotensao 2 4,08 1 3,03
Insuficiéncia respiratoria 4 8,16 4 12,12
Sintoma renal 1 2,04 1 3,03
Mialgia 6 12,24 4 12,12
Outros 7 14,29 12 36,36
Saturagao >94% 6 12,24 3 9,09
Sem desconforto respiratorio 1 2,04 -- --
Sem sinais gripais prévios 1 2,04 -- --
Sintoma gastrico 11 22,45 9 27,27
Sintoma neurologico 14 28,57 -- --
Sintoma pulmonar profunda 3 6,12 2 6,06
SRAG 11 22,45 3 9,09
Sindrome gripal 4 8,16 5 15,15
Taquicardia -- -- 2 6,06
Taquidispenia 4 8,16 2 6,06
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Taquipneia 4 8,16 2 6,06
Tosse 25 51,02 13 39,39
Tremores 1 2,04 - -

Fonte: Elaborada pelo autor. SRAG: Sindrome Respiratoria Aguda Grave

Em relacdo aos pacientes leves/moderados (n=40), as manifestagdes clinicas mais
frequentes foram: Tosse 31 (77,5%), mialgia 30 (75%), fadiga 29 (72,5%), cefaleia 29
(72,5%), febre 28 (70%), tampdo nasal 26 (65%), faringalgia 26 (65%), perda de olfato 22
(55%), perda do paladar 20 (50%), A tabela da frequéncia de manifestagdes clinicas no grupo

leve/moderado pode ser vista na Tabela 16.

Tabela 16 — Frequéncia de manifestacdes clinicas no grupo leve/moderado.

Manifestacio Clinica N.° de Pacientes Porcentagem
Cefaleia 29 72,5
Coriza 1 2,5
Diarreia 11 27,5
Desconforto respiratorio 14 35
Expectoragdo 13 32,5
Fadiga 29 72,5
Falta de ar 10 25
Febre 28 70
Faringalgia 26 65
Hemoptise - -
Mialgia 30 75
Outros 3 7,5
Perda de olfato 22 55
Perda do paladar 20 50
SRAG 4 10
Sintoma gastrico 10 25
Sintoma neurologico 2 5
Tampao nasal 26 65
Tosse 31 77,5

Fonte: Autoria propria. SRAG: Sindrome Respiratoria Aguda Grave.
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6.2 Ensaios de genotipagem

Apos analise de equilibrio de Hardy-Weinberg dos 122 pacientes, observou-se que
todos os alvos estavam no referido equilibrio (p=>0,05). Portanto indicando que a populagao
ndo esta evoluindo em relagdo aos SNPs, seguindo exclusivamente o referido equilibrio. Esses

dados podem ser observados na Tabela 17.

Tabela 17 — Analise do equilibrio de Hardy-Weinberg dos alvos estudados.

Polimorfismo Gene Se P < 0,05 — nao consistente com HWE.
rs1800872 IL-10 0,100692
rs3819025 IL-174 0,204217
rs1800795 IL-6 0,762815
rsl143627 IL-15 0,716673
rs1800629 TNF 0,853943

HWE: Equilibrio de Hardy-Weinberg,

6.2.1 Avaliagdo do SNP rs1800795 (C>G) da IL-6 nos pacientes com a forma
leve/moderada e a forma grave da doenga

No grupo de pacientes graves, a andlise da variante rs/800795 (C>G) da IL-6 mostrou
que o gendtipo GG foi o mais comum, encontrado em 44 individuos (53,66%). O genotipo
GC foi identificado em 32 pacientes (39,02%), e apenas seis pacientes (7,32%) apresentaram
o genotipo CC.

Quanto ao desfecho, dos pacientes que vieram ao 6bito, 17 (51,52%) tinham o
genotipo GG, 12 (36,36%) o gendtipo GC e quatro (12,12%) o genotipo CC. Entre os
pacientes que receberam alta, 27 (55,10%) tinham o genotipo GG, 20 (40,82%) o gendtipo
GC e apenas dois (4,08%) o gendtipo CC. A frequéncia dos gendtipos no grupo grave,

conforme o desfecho, pode ser observada no Gréfico 5.
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Grafico 5 — Frequéncia dos gendtipos do rs/800795 (C>G) no grupo grave, por desfecho.
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Fonte: Autoria propria.

No que diz respeito aos pacientes com a forma leve e moderada da doenga, 24 deles
(60,00%) apresentaram o gendtipo GG, 15 (37,50%) o genotipo GC, e apenas um (2,50%) o
genotipo CC. A frequéncia dos gendtipos no grupo leve/moderado, em comparacdo com o

grupo grave, pode ser observada no Grafico 6.

Grafico 6 — Frequéncia dos gendtipos do 757800795 (C>G) no grupo leve/moderado vs grave.

50
45 44; 53,66%

40

35 32;39,02%

30
o5 24: 60,00% B GG
mGC

mCC

A

FREQUENCIA

20
15;37,50%
15

10
6;7,32%

1;2,50%

LEVE/MODERADO GRAVE
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6.2.2 Avaliacdo do SNP rsi1800629 (G>A) do TNF nos pacientes com a forma
leve/moderada e a forma grave da doencga

Em relagdo a analise da variante rs/800629 (G>A) do TNF no grupo de pacientes
graves, o genotipo GG foi predominante, observado em 59 pacientes (71,95%). O genotipo
GA foi detectado em 20 pacientes (24,39%), enquanto o genoétipo AA foi identificado em
apenas trés pacientes (3,66%).

No que se refere ao desfecho, dos pacientes que evoluiram ao 6bito, 24 (72,73%)
possuiam o genotipo GG, sete (21,21%) o genotipo GA e dois (6,06%) o genotipo AA. Entre
os pacientes que receberam alta, 35 (71,43%) possuiam o gendtipo GG, 13 (26,53%) o
genotipo GA e apenas um (2,04%) o genotipo AA. Essas informagdes podem ser visualizadas

no Grafico 7.

Grafico 7 — Frequéncia dos gendtipos do rs7800629 (G>A) no grupo grave, por desfecho.
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Fonte: Autoria propria.

No que se refere aos pacientes com quadro leve/moderado, 26 deles (65,00%)
apresentaram o gendtipo GG, 14 (35,00%) o gendtipo GC, e nenhum (0,00%) apresentou o
gendtipo CC. A comparagdo da frequéncia dos genotipos entre o grupo leve/moderado e o

grupo grave pode ser visualizada no Grafico 8.
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Grafico 8 — Frequéncia dos genotipos do 757800629 (G>A) no grupo leve/moderado vs grupo

grave.
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Fonte: Autoria prépria.

6.2.3 Avaliacio do SNP rs3819025 (G>A) da IL-17A nos pacientes com a forma
leve/moderada e forma grave da doenca

Em relacdo a andlise da variante rs387/9025 (G>A) da IL-17A no grupo de pacientes
graves, o gen6tipo GG foi o mais comum, encontrado em 57 pacientes (69,51%). O gendtipo
GA foi identificado em 21 pacientes (25,61%), enquanto o gendtipo AA foi observado em
quatro pacientes (4,88%).

No que se refere ao desfecho, dos pacientes que evoluiram para 6bito, 26 (78,79%)
possuiam o gendtipo GG, seis (18,18%) o genodtipo GA e um (3,03%) o genotipo AA. Entre
os pacientes que receberam alta, 31 (63,27%) tinham o genotipo GG, 15 (30,61%) o gendtipo

GA e trés (6,12%) o gendtipo AA. Essas informagdes podem ser visualizadas no Grafico 9.



Grafico 9 — Frequéncia dos gendtipos do 753879025 (G>A) no grupo grave, por desfecho.
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No que se refere aos pacientes com quadro leve/moderado, 30 deles (75,00%)

apresentavam o genotipo GG, nove (22,50%) possuiam o genotipo GA e apenas um (2,50%)

tinha o gendtipo AA. Essa frequéncia dos gendtipos do grupo leve/moderado em comparagao

com o grupo grave pode ser observada no Gréfico 10.

Grafico 10 — Frequéncia dos genotipos do 7538719025 (G>A) no grupo leve/moderado vs

grupo grave.
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6.2.4 Avaliacio do SNP rs1800872 (T>G) da IL-10 nos pacientes com a forma
leve/moderada e a grave da doencga

No que se refere a analise da variante rs/800872 (T>G) da IL-10 no grupo de
pacientes graves, o genotipo GG foi o mais comum, encontrado em 37 pacientes (45,68%). O
genotipo TG foi o segundo mais frequente, identificado em 32 pacientes (39,02%), enquanto
o genotipo TT foi observado em 13 pacientes (16,05%).

Em relac¢do ao desfecho, dos pacientes que vieram ao o6bito, 15 (45,45%) possuiam o
genotipo GG, 11 (33,33%) o gendtipo GT e sete (21,21%) o gendtipo TT. Entre os pacientes
que receberam alta, 22 (44,90%) possuiam o genotipo GG, 21 (42,86%) o genotipo GT e seis

(12,24%) o gendtipo TT. Essas informagdes podem ser visualizadas no Grafico 11.

Grafico 11 — Frequéncia dos genotipos do rs1800872 (T>G) no grupo grave, por desfecho.
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Fonte: Autoria propria.

Foi observado que no grupo leve/moderado o gendtipo mais visto foi o TG com 17
(42,50%), seguido pelo GG com 14 (35,00%), e o TT com nove (22,50%). A comparagdo
entre a frequéncia desses gendtipos no grupo leve/moderado entre o grupo grave pode ser

vista no Grafico 12.
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Grafico 12 — Frequéncia dos genotipos do rs/800872 (T>G) no grupo leve/moderado vs

grupo grave.
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6.2.5 Avaliacdo do SNP rs1143627 (G>A) da IL-1f nos pacientes com a forma

leve/moderada e a forma grave da doenca

No que se refere a andlise da variante rs/743627 (G>A) da IL-1B no grupo de

pacientes graves, o genotipo GA foi o mais comum, encontrado em 45 pacientes (54,88%). O

genotipo AA foi identificado em 19 pacientes (23,17%), enquanto o gendtipo GG foi

observado em 18 pacientes (21,95%).

Em relagdo ao desfecho, dos pacientes que evoluiram ao 6bito, 18 (54,55%) possuiam

o genotipo GA, oito (24,24%) o gendtipo GG e sete (21,21%) o genodtipo AA. Entre os

pacientes que receberam alta, 27 (55,10%) possuiam o gendtipo GA, 12 (24,49%) o gendtipo

AA e dez (20,41%) o gendtipo GG. Essas informagdes podem ser visualizadas no Grafico 13.
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Grafico 13 — Frequéncia dos genotipos do 51743627 (G>A) no grupo grave, por desfecho.
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No grupo de pacientes com quadro leve/moderado, o genétipo GA foi o mais comum,

observado em 18 individuos (45,00%). O gendtipo GG foi identificado em 12 pacientes

(30,00%), enquanto o gendtipo AA foi encontrado em 10 pacientes (25,00%). A comparagao

da frequéncia desses genotipos entre o grupo leve/moderado e o grupo grave pode ser

visualizada no Gréfico 14.

Grafico 14 — Frequéncia dos genotipos do rs1743627 (G>A) no grupo leve/moderado e grave.
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6.3 Andlise estatistica

No modelo codominante para o grupo grave, alta vs obito, foi aplicado o teste
estatistico de qui-quadrado aos SNPs rs1800795, rs1800629, rs3819025, rs1800872 e
rs1143627. No entanto, ndo foi encontrado diferenca (p= >0,05). Da mesma forma, nos
modelos dominante e alélico, utilizamos o teste exato de Fisher, que também ndo indicou

significancia (p=>0,05). Os detalhes desses resultados estdao apresentados na Tabela 18.

Tabela 18 — Frequéncia genotipica e alélica; modelos codominante, dominante e alélico dos

polimorfismos, segundo desfecho.

SNP Modelo Genotipagem Frequéncia Valor de p (p<0,05)
Alta Obito
rs1800795 Codominante GG 27 17 0,3888
GC 20 12
CcC 2 4
Dominante GG 27 17 >(0,9999
GC 20 12
Dominante GG 27 17 0,2234
CcC 2 4
Dominante GG 27 17 0,8230
GC+CC 22 16
Alelo G 74 46 0,4733
C 24 20
rs1800629 Codominante GG 35 24 0,5757
GA 13 7
AA 1 2
Dominante GG 35 24 0,7927
GA 13 7
Dominante GG 35 24 0,5669
AA 1 2
Dominante GG 35 24 >0,9999
GA+AA 14 9
Alelo G 83 55 0,8303
A 15 11
rs3819025 Codominante GG 31 26 0,3231
GA 15 6

AA 3 1
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Dominante GG 31 26 0,2036
GA 15 6
Dominante GG 31 26 0,6227
AA 3 1
Dominante GG 31 26 0,1511
GA+AA 18 7
Alelo G 77 58 0,1473
A 21 8
rs1800872 Codominante GG 22 15 0,4819
GT 21 11
TT 6 7
Dominante GG 22 15 0,6275
GT 21 11
Dominante GG 22 15 0,5204
TT 6 7
Dominante GG 22 15 >0,9999
GT+TT 27 18
Alelo G 65 41 0,6195
T 33 25
rsl1143627 Codominante AA 12 7 0,8938
AG 27 18
GG 10 8
Dominante AA 12 7 >(0,9999
AG 27 18
Dominante AA 12 7 0,7431
GG 10 8
Dominante AA 12 7 0,7948
AG+GG 37 26
Alelo A 51 32 0,7504
G 47 34

Fonte: Autoria propria

No modelo de codominancia para o grupo de leve a moderado versus grave, foi

realizado o teste de qui-quadrado nos SNPs rs1800795, rs1800629, rs3819025, rs1800872 e

rs1143627. Contudo, nao foi observado diferenca (p= >0,05). Similarmente, nos modelos
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dominante e alélico, o teste exato de Fisher foi aplicado, que também ndo mostrou

significancia (p=>0,05). Esses resultados estdo expostos na Tabela 19.

Tabela 19 — Frequéncia genotipica e alélica; modelos codominante, dominante e alélico dos

polimorfismos, grupo leve/moderado contra o grupo grave.

SNP Modelo Genotipagem Frequéncia Valor de P (P<0,05)
Lev/Mod Grave
rs1800795 Codominante GG 24 44 0,5227
GC 15 32
CcC 1 6
Dominante GG 24 44 0,8415
GC 15 32
Dominante GG 24 44 0,4129
cC 1 6
Dominante GG 24 44 0,5634
GC+CC 16 38
Alelo G 63 120 0,4313
C 17 44
rs1800629 Codominante GG 26 59 0,2546
GA 14 20
AA 0 3
Dominante GG 26 59 0,2891
GA 14 20
Dominante GG 26 59 0,5520
AA 0 3
Dominante GG 26 59 0,5296
GA+AA 14 23
Alelo G 66 138 0,8540
A 14 26
rs3819025 Codominante GG 30 57 0,7444
GA 9 21
AA 1 4
Dominante GG 30 57 0,8227
GA 9 21
Dominante GG 30 57 0,6597

AA 1 4
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Dominante GG 30 57 0,6704
GA+AA 10 25

Alelo G 69 135 0,4683
A 11 29

rs1800872 Codominante GG 14 37 0,4970
GT 17 32
TT 9 13

Dominante GG 14 37 0,5182
GT 17 32

Dominante GG 14 37 0,2823
TT 9 13

Dominante GG 14 37 0,3316
GT+TT 26 45

Alelo G 45 106 0,2102
T 35 58

rsl143627 Codominante GG 12 18 0,5342
GA 18 45
AA 10 19

Dominante GG 12 18 0,3435
GA 18 45

Dominante GG 12 18 0,7892
AA 10 19

Dominante GG 12 18 0,3739
GA+AA 28 64

Alelo G 42 81 0,6838
A 38 83

Fonte: Autoria prépria.

A seguir, verificou-se se a presenca de comorbidades e alelos polimodrficos poderiam
prever o risco de desenvolver covid-19 grave. Para essa andlise, apenas o modelo com HAS
foi significativo, [X2(1) = 10,77; p = 0,001; Ri\uenere=0,118], indicando que ter HAS
aumenta as chances de desenvolver covid-19 grave em 4,42 vezes (OR =4,42; 1C95% = 1,7 —
11,7). No entanto, a presenca de DM e dos alelos polimorficos, quando considerados

isoladamente, ndo foram preditores, conforme demonstrado na Tabela 20.
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Tabela 20 — Regressao logistica bindria para predizer a gravidade segundo as comorbidades e

alelos.
Modelos B Erro Padrio p OddsRatio IC 95%

HAS 1,487 0,496 0,003 4,42 1,7-11,7

DM 1,017 0,537 0,058 2,76 0,96 — 7,92

TNF (GA/AA) -0,379 0,414 0,360 0,68 0,30 - 1,54

IL-6 (GC/CC) 0,194 0,393 0,622 1,21 0,56 —2,62
IL-10 (TG/GG) 0,480 0,485 0,323 1,61 0,62 -4,18
IL-17 (GA/AA) 0,280 0,436 0,522 1,32 0,56 -3,11
IL-1B (GA/AA) 0,473 0,437 0,279 1,60 0,68 —3,78

Fonte: Autoria propria.

Ao verificar a possibilidade de interagdes entre comorbidades e fatores genéticos,
observou-se que a HAS interagiu com o DM [X2(1) = 9,43; p = 0,002; R’*\agelkerke = 0,104], 0
alelo C da IL-6 [X2(1) = 9,99; p = 0,002; R*\ageikerke = 0,110], 0 alelo G da IL-10 [X2(1) =
7,09; p = 0,008; R’\agelkerke = 0,079] € com o alelo A da IL-1B [X2(1) = 13,32; p < 0,001;
R\agetkerke = 0,145]. Isso indica que um individuo com HAS, quando também acometido por
DM, tem o risco de desenvolver covid-19 grave aumentado em 10,52 vezes (IC95% = 1,35 —
81,99). Quando o individuo ¢é portador do alelo C (IL-6), o risco aumenta para 7,09 vezes
(IC95% = 1,58 — 31,84), se for portador do alelo G (IL-10), o risco aumenta para 3,65 vezes
(IC95% = 1,29 — 10,35), e se for portador do alelo A (IL-1p), o risco aumenta para 8,92 vezes
(IC95% = 2,0 — 39,78). Esses dados podem ser observados na Tabela 20.

Tabela 21 — Regressao logistica bindria para predizer a gravidade segundo a interacao entre

comorbidades e alelos polimorficos.

Modelos B Erro Padrao P OddsRatio IC 95%

HAS*DM 2,354 1,047 0,025 10,52 1,35-81,99
HAS*IL-6 (GC/CC) 1,959 0,766 0,011 7,09 1,58 -31,84
HAS*IL-10 (TG/GG) 1,295 0,531 0,015 3,65 1,29-10,35
HAS*IL-1B (GA/AA) 2,188 0,763 0,004 8,92 2,0-39,78

Fonte: Autoria propria. Regressdo Logistica Binaria; IC 95% - Intervalo de confianga de 95%; Significancia p <

0,05.

Ao verificar a predi¢do do risco de oObito por covid-19, ndo foram encontrados

resultados significativos. Isso indica que a presenca de comorbidades e dos alelos
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polimoérficos ndo sdo capazes de predizer o desfecho de Obito nesta amostra populacional.

Como observado na Tabela 21.

Tabela 22 — Regressao logistica bindria para predizer 6bito segundo as comorbidades e alelos

Modelos B Erro Padrio y OddsRatio IC 95%
HAS 0,771 0,418 0,065 2,16 0,95 -4,90
DM 0,466 0,305 0,581 1,29 0,52-3,22
TNF (GA/AA) -0,202 0,453 0,655 0,81 0,33 -1,98
IL-6 (GC/CC) 0,234 0,409 0,568 1,26 0,56 — 2,81
IL-10 (TG/GG) -0,284 0,511 0,579 0,75 0,27 -2,05
IL-17 (GA/AA) -0,585 0,482 0,225 0,56 0,22 -1,43
IL-1B (GA/AA) 0,026 0,475 0,957 1,02 0,40 — 2,60

Fonte: Autoria propria. Regressdo Logistica Binaria; IC 95% - Intervalo de confianga de 95%; Significancia p <

0,05.

7. DISCUSSAO

De acordo com os resultados, foi possivel observar que idosos sao mais propensos a
apresentar quadros severos de covid-19 e a evoluir ao dbito em decorréncia da doenga. Esses
resultados estdo alinhados com estudos prévios (ZHENG et al., 2020; PIJLS et al., 2021).
Nesse grupo a inflamagdo e disfung¢do do sistema imunologico prejudicam a capacidade de
combater a infec¢do pelo SARS-CoV-2 (ZHANG et al., 2022), resposta insuficiente a
ventilagdo mecadnica e reducdo da funcdo pulmonar (FERICEAN et al., 2022).
Adicionalmente, pessoas com idade avancada apresentam maior expressdo ECA2 devido a
acimulo nos danos no DNA (JIN et al., 2022).

Tendo em vista a idade, em pessoas mais idosas, ha preexisténcia de células
senescentes nos tecidos. Essas células, que possuem o fendtipo secretor associado a
senescéncia, secretam fatores pro-coagulatorios e pré-inflamatérios. Esse fenotipo pode
favorecer a microtombrose, infiltragdo de células imunes destrutivas de tecidos, fibrose, e
tempestade de citocinas (SCHMITT et al., 2022).

Com o avango da idade, observa-se uma diminuicdo na populacdo de células
dendriticas plasmocitoides circulantes. Além disso, hd uma queda na expressao de TLR7/9,
que sao cruciais para a producao de IFN do tipo I por essas células. A expressdao do adaptador

Fator Regulador 7 de Interferon também ¢ reduzida (FENG et al., 2021). Na forma grave da
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covid-19, uma resposta atrasada ou fraca de IFN tipo I/III contribui para essa forma da doenga
e aumento da replicacao viral (LAMERS; HAAGMANS, 2022).

No presente estudo, foi identificado que o sexo masculino apresentou maior
predisposicdo para desenvolver formas graves da doenca, uma caracteristica também
mencionada na literatura (MATSUSHITA et al., 2020). No entanto, na presente populagdo
estudada, o sexo masculino ndo foi um fator determinante para a evolucdo ao Obito, apesar de
evidéncias anteriores apontarem nessa dire¢ao (PECKHAM et al., 2020).

Uma possivel explicacdo para essa discrepancia pode estar relacionada ao numero
absoluto de individuos do sexo masculino em nossa amostra. Independentemente disso, foi
sugerido que as causas subjacentes para a maior severidade da doenga nesse grupo sao
influenciadas por variagdes genéticas € hormonais no ambito imunolédgico e celular. Além
disso, fatores que envolvem normas sociais e culturais também desempenham um papel
(ARNOLD et al., 2022).

Como levantado por Ho et al. (2022) individuos do sexo feminino podem ter uma
capacidade superior para combater a infec¢ao inicial pelo SARS-CoV-2. Isso ocorre porque o
estrogénio promove uma expressdo amplificada de TLR7 em cé¢lulas imunes inatas. Além
disso, em certas células, o TLR7 pode evitar a inativagdo do cromossomo X, o que possibilita
uma expressdo ainda mais elevada. Para a geragdo de IFN do tipo I através de células
dendriticas plasmocitoides, o TLR7 ¢ crucial. A producao de IFNa por células dendriticas
plasmocitoides ¢ mais elevada no sexo feminino, através da modulagdo pelo estrogénio
(HO et al., 2022). O sexo masculino apresenta concentragdes maiores das citocinas 1L-18 e
IL-8, em comparagdao com o sexo feminino (TAKAHASHI et al., 2020). Um estudou sugeriu
que ha correlagdo entre IL-18, gravidade e biomarcadores inflamatorios (SATds et al., 2021)

Um estudo indicou que houve diferenca entre sexo feminino e masculino em relagdo
as concentracdes circulantes de TNF, IL-10, IL-6 e¢ IL-2R. Essas citocinas estavam
consideravelmente mais elevadas no sexo masculino. Podendo explicar o papel delas na
gravidade e mortalidade desse grupo (HU et al., 2022). Niveis elevados de autoanticorpos
contra IFN do tipo I estdo ligados a forma grave da doenga e foram mais frequentemente
encontrados em pacientes do sexo masculino (WANG, X. et al., 2023).

Um indicativo da progressao da covid-19 e relagdo com a gravidade da doenca ¢ a
baixa populagdo de linfocitos e o aumento de neutrofilos e leucoticos (MUDATSIR et al.,
2021). Uma pesquisa revelou que os individuos do sexo masculino possuiam uma populacao
menor de linfocitos, além de uma maior razdo de linfocitos-neutrofilos, e de concentragoes de

PCR (MENG et al., 2020). A defesa proporcionada pelos anticorpos € essencial contra o
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SARS-CoV-2, e as mulheres exibem respostas de anticorpos mais intensas apds a vacinagao e
a infecgao viral (HO et al., 2022).

O papel dos hormonios androgénicos na covid-19 tem sido alvo de investigagdo, e
niveis tanto reduzidos quanto elevados podem resultar em efeitos prejudiciais (HO et al.,
2022). Além dos possiveis efeitos da testosterona, outros fatores podem estar desempenhando
um papel na diferenca de adversidade entre os sexos (FABIAO et al., 2022). Um estudo
mostrou que os homens foram menos responsaveis em relacdo a pandemia (LA VEGA;
RUiZ—BARQUiN; BOROS; SZABO, 2020). Além disso, os homens tém maior prevaléncia
de cardiopatias e hipertensdo, e sdo mais propensos ao etilismo e tabagismo (FABIAO et al.,
2022).

Na covid-19, sugere-se que condi¢cdes de saude que elevam a suscetibilidade a
severidade da doenga incluem doengas cardiacas e hipertensdao (YANG et al., 2020). Ser um
fumante ativo ou ter um histérico de tabagismo também aumenta o risco de severidade e
mortalidade (GALLUS et al., 2023). Ademais, a obesidade ndo so eleva a probabilidade de
casos graves, mas também aumenta o risco de mortalidade (SINGH et al., 2022). Na
populacdo estudada com casos severos, as cinco doengas cronicas mais comuns ndo foram
identificadas como um fator determinante para o desfecho. No entanto, a HAS apresentou
uma maior predisposi¢do para a progressao da doenga.

Uma possivel explicagdo para o aumento de gravidade em fumantes pode ser devido
ao aumento da suscetibilidade a infec¢do pelo virus. Foi constatado que os fumantes ativos,
em oposicdo aos ndo-fumantes, exibem um aumento na expressdo genética da forma longa e
ativa da ECA2. Além disso, essa expressao esta associada as cé€lulas epiteliais secretoras,
tanto do tipo caliciforme quanto do tipo clube (POUWELS et al., 2023). Foi constatado que o
uso de cigarro provoca um aumento na expressdo de ECA2 em macrofagos alveolares,
impulsionado por espécies reativas de oxigénio. Isso resulta em uma maior vulnerabilidade a
infec¢ao por SARS-CoV-2 (KUO et al., 2023).

A obesidade pode aumentar a gravidade da covid-19 devido a fatores como disfungao
na eliminag¢do viral e vigilancia imunoldgica, niveis anormais de adipocinas, com maior
concentragdo de leptina proé-inflamatoria e menor nivel de adiponectina anti-inflamatoria;
restricao da funcao pulmonar pelo tecido adiposo resultando em hipoxia ao nivel sist€émico,
inflamacao cronica, e alta expressao de ECA2 pelo tecido adiposo (YU et al., 2022).

Na literatura, ndo foi possivel identificar os mecanismos pelos quais a hipertensdao
poderia agravar a covid-19. No entanto, um ensaio clinico controlado aleatério, que foi

interrompido por questdes de seguranca, com a intervencdo de bloqueadores do receptor de
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angiotensina ou inibidores da ECA, a condi¢ao de pacientes adultos com a forma severa da
doenca provavelmente se agravou e ndo houve melhora no quadro clinico observado.
(WRITING COMMITTEE FOR THE REMAP-CAP INVESTIGATORS, 2023). Isso
possivelmente indica que pacientes com covid-19 que sdo hipertensos e fazem uso dessas
classes de medicamentos podem estar mais suscetiveis a piora da doenga.

A escolha do 51800629 (G>A) do TNF, localizado na posicao -308, foi baseada em
um levantamento da literatura. Um estudo realizado em um hospital egipcio com uma
populacdo de 900 pessoas com covid-19 (456 graves e 444 leves) e 184 controles, recrutados
entre abril e julho de 2020, observou que o gendtipo “AA” aumenta a suscetibilidade a forma
grave da doenga (SALEH et al., 2020). Colaborando com esse resultado uma meta-analise
indicou que o alelo “A” eleva as concentracdes de PCR e TNF. Esse mesmo alelo também
aumenta a suscetibilidade a gravidade da doenca e a evolucdo para o dbito. Foi visto que os
caucasianos que possuem esse alelo t€ém um risco 3,17 vezes maior de evolucdo para o dbito.
(DENG et al., 2024).

Em contrapartida, um estudo realizado com uma amostra de individuos do Laboratorio
Central do Rio Grande do Sul, que incluiu 210 pacientes ndo hospitalizados e 217
hospitalizados coletados entre abril de 2020 e 2021, ndo identificou o rs/800629 como
significativo. (FEIRA; KeOWALSKI; VIANNA, 2022). Uma meta-analise separada que
investigou o rs/800629 nao encontrou diferencas na gravidade da covid-19 (REN et al.,
2024). Outra meta-analise nao identificou associacdo entre a rs/800629 e a progressao para o
obito (ARAUJO et al., 2022). Outra pesquisa, que também foi realizada com uma populagio
de um hospital egipcio, incluiu 110 pacientes com covid-19 e 110 controles saudaveis. Eles
foram recrutados entre abril e julho de 2021. O estudo constatou que o genotipo GA do
rs1800629 estava associado a sobrevivéncia (ELDESOUKI et al., 2024).

Uma andlise in silico revelou que o rs1800629 afeta o sitio de ligagdo do fator ATF3.
O ATF3 controlando a transcricdo regular do TNF (EL-RAHEEM et al., 2020).
Camundongos knockout para ATF3 apresentaram macrofagos primarios expressando mais IL-
6, -12 e TNF do que os camundongos selvagens, indicando uma fungao regulatoria negativa
do ATF3 (WHITMORE et al., 2007).

O levantamento da literatura apontou o rs/800795 (C>G) da IL-6, localizado na
posicdo -174, como um alvo de interesse. A meta-analise evidenciou que essa variagao
genética estd associada a gravidade da pneumonia (ndo causada por SARS-CoV-2) (ULHAQ;
SORAYA, 2020). De maneira similar, um estudo que envolveu 316 pacientes sicilianos, todos

positivos para o SARS-CoV-2 e divididos em 45 criticos € 271 ndo criticos, descobriu que o
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gendtipo CC foi encontrado com mais frequéncia em pacientes criticos. Além disso,
observou-se uma correlagdo significativamente maior em individuos criticos no modelo
recessivo (CC vs. GG+CG) (GIANNITRAPANI et al., 2022). Curiosamente, um estudo que
envolveu 280 pacientes iranianos com covid-19, sendo 140 graves e 140 ndo graves,
identificou que o alelo “G” e o genétipo “GG” estavam correlacionados com a gravidade da
doenga. Além disso, o estudo constatou que o genotipo “GG” estava associado com uma
maior probabilidade de obito. (KHAFAEI et al., 2024).

Por outro lado, em uma pesquisa realizada com uma populagao do Laboratorio Central
do Rio Grande do Sul, que envolveu 210 pacientes ndo internados e 217 internados, o
rs1800795 nao foi significativo (FEIRA; KOWALSKI; VIANNA, 2022). Uma meta-analise
identificou que o alelo “C” est4 correlacionado com maiores concentracdoes de PCR e IL-6.
Entretanto, ndo encontrou associacdo com gravidade e evolucdo ao oObito, porém possivel
explicacdo para ndo associagdo com gravidade pode ser devido ao baixo nimero de pessoas
inclusos (DENG et al., 2024). Outra meta-analise, também nao encontrou maior predisposi¢ao
a covid-19 grave causado pelo rs/800795 (REN et al., 2024).

A revisdo da literatura indicou que o rs/743627 (G>A) ¢ de interesse. O estudo que
incluiu pacientes japoneses de trés hospitais, onde 211 foram genotipados, recrutados entre
marco de 2020 e margo de 2021, identificou que o genotipo “GG” no modelo dominante
aumenta em cerca de quatro vezes a suscetibilidade a forma grave da covid-19 (TANIMINE
etal., 2021).

De forma intrigante, Liu ef al. (2013) descobriram que o alelo “C” (equivalente ao
“G” na forward strand) aparece com mais frequéncia em casos de influenza A(HIN1)pdm09
do que em individuos controle. Além disso, como levantado pela literatura por eles, ¢
sugerido que o alelo “T” (equivalente ao “A” na forward strand) provoca um aumento na
expressdao de IL-1B. Os pesquisadores postulam que o alelo “C” possa debilitar o sistema
imunologico durante infec¢des virais (LIU et al., 2013). De fato, observou-se o alelo “T”, por
meio da acdo sinérgica entre C/EBPB e PU.1, intensifica a expressdao de IL-1PB. Ademais, o
alelo “T” potencializa a producdo da citocina mencionada no cendrio de infec¢do por
Mycobacterium tuberculosis (ZHANG et al., 2014).

Considerando isso, a descoberta de que o gendtipo “GG” aumenta a suscetibilidade a
covid-19 grave em uma populacdo japonesa, conforme apontado por Tanimine et al. (2021),
pode ser devido a uma produ¢do mais baixa de IL-1pB. Se realmente produzem menos dessa
citocina devido a essa variagdo genética, isso poderia permitir que o virus se replicasse com

mais facilidade. Alternativamente, pode haver um papel trans-regulatério ainda nao
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explorado, ou uma interagdo especifica entre o SARS-CoV-2 e esse gendtipo. O contexto
genético e as condigdes epigenéticas também podem influenciar a producdo de ILIP. A
quantificagdo da transcricdo especifica do alelo, juntamente com a analise do haplotipo,
podem ser empregadas para descartar a influéncia de fatores trans (IDRIS et al., 2021)..

Por outro lado, um estudo realizado com uma populagdo do Laboratério Central do
Rio Grande do Sul, que envolveu 210 pacientes ndo internados e 217 internados, ndo
identificou o rs7143627 como significativo (FEIRA; KOWALSKI; VIANNA, 2022).

A revisdo da literatura apontou que o rs/800872 (T>G), localizado na posigdo -592, ¢
um alvo de interesse. O estudo realizado em um hospital na India, que recrutou pacientes, dos
quais 85 apresentavam uma forma leve e 75 uma forma grave da doencga, identificou que o
genotipo “CC” (equivalente ao “GG” na forward strand) oferece prote¢ao contra a gravidade
da doenca (RIZVI et al., 2022). Um estudo adicional refor¢a a relevancia do rs/800872 para a
covid-19. A pesquisa envolveu 3184 pacientes, dos quais 1450 evoluiram para 6bito e 1750
receberam alta. Foi observada uma correlagdo entre o genotipo “GT” e a evolugdo para obito
nas variantes Delta e Alfa. J4 o gendtipo “TT” foi associado a esse desfecho nas variantes
Omicron BA.5 e Alfa (ABBOOD; ANVARI; FATEH, 2023). Além disso, outro estudo que
englobou 301 pacientes com um quadro severo da doencga e 142 com a forma leve, foi visto
correlagdo entre o gendtipo “TT” e a severidade da doenga. Ademais, foi evidenciada uma
correlagdo entre o rs/800872 e concentragdes de D-dimero ¢ a severidade da doenga.
(YESSENBAYEVA et al., 2023).

Por outro lado, o rs/800872 ndo foi identificado como significativo em uma
populagio de 193 pacientes do México (AVENDANO-FELIX ef al., 2021).

Na regulacao da transcricao de IL-10, as variagdes 751800896, rs1800871 e rs1800872
desempenham um papel fundamental. Caracterizado por uma expressao elevada, o haplotipo
GCC, por uma expressao intermediaria, o ACC, e por uma expressao reduzida, o ATA (LI et
al., 2022). Foi evidenciado que o rs/800872 causa alteracao no sitio de ligacdo do PARP-1,
com o alelo "A" ("T" na forward strand) promovendo maior afinidade, e o alelo "C"("G" na
forward strand) menor afinidade, sendo que PARP-1 possui funcdo regulatoria negativa do
IL-10, porém isso foi evidenciado no contexto de sinais derivados de células apoptoticas
(CHUNG; LIU; ZHANG; MA, 2007).

Postula-se aqui entdo que razdo pela qual RIZVI et al., (2022) identificaram um
possivel papel protetor do genotipo “CC” em sua populagdo foi devido a maior de producao
de IL-10. Essa maior produ¢do de IL-10 poderia permitir um maior controle da inflamagao

evitando e uma reacao inflamatoria exagerada tardia. Por outro lado, o estudo por ABBOOD,
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ANVARI e FATEH (2023) observaram que o gendtipo “GT” aumenta a predisposi¢do a
evolucdo a obito pela variante Delta e Alfa, enquanto o genotipo “TT” aumentou a
predisposi¢do ao 6bito nas variantes Alfa e Omicro BA.5. E possivel entio que neste caso
haja uma menor producdo de IL-10, dificultando entdo o controle da inflamacdo. Estas
hipdteses levam em conta apenas o papel cis-regulador da rs/800872.

A revisao bibliografica apontou o rs3879025 (G>A), variacao intronica, como alvo de
interesse para nosso estudo. O estudo brasileiro envolveu 20 amostras pulmonares post-
mortem resultantes do SARS-CoV-2, além de 11 amostras pulmonares de individuos que
faleceram por motivos ndo relacionados a covid-19. Foi observado que o “G” poderia ser um
potencial intensificador da suscetibilidade a morte. Os gendtipos “GA” e “GG” foram
associados a um aumento na expressao tecidual de IL-17A (AZEVEDO et al., 2021).

Em contrapartida, uma pesquisa envolvendo 260 pacientes provenientes de um
hospital tailandes, sendo 21 com quadro grave e 239 com quadro leve, ndo encontrou
significancia estatistica para o »s3879025 (UDOMSINPRASERT et al., 2023).

O estudo de AZEVEDO et al. (2021) mostrou que o alelo ‘G’ parece alterar a
expressdo da citocina, como visto pelos gendtipos ‘GG’ e ‘GA’. Este estudo sugere que ha
uma probabilidade de que este alelo esteja envolvido na progressdo para obito por covid-19.
Isso abre caminho para o estudo de SNPs intronicos em genes de citocinas e seu papel em
doencgas virais, € nos lembra de ndo apenas estudar SNPs em regides regulatorias, mas
também explorar mecanismos de como SNPs intronicos podem afetar a produgdo de citocinas.

Além das variagdes genéticas no hospedeiro, outros fatores desempenham um papel na
patogénese de infecgdes virais. Estes incluem comorbidades, a composi¢do do microbioma,
coinfecgdes, o sexo bioldgico, a imunidade, a idade e a viruléncia viral (MORRISON; HEISE,
2024).

Além disso, diferentes variantes virais do SARS-CoV-2 possuem capacidades
patogénicas distintas (NATEKAR et al., 2022). O SARS-CoV-2 possui a habilidade de
invadir variados tipos de células, conforme indicado por Domingo et al. (2020), Liu et al.
(2021) e Pontelli et al. (2022). Contudo, nem todas as infec¢des resultam em producdo viral.
Por exemplo, existe a possibilidade de uma infeccdo ndo produtiva em células do sistema
imunologico, levando a piroptose € a uma resposta inflamatoria intensa (MATVEEVA et al.,
2022).

E importante que os estudos com o objetivo de identificar uma variante genética de
interesse para uma doenca viral colete 0 méximo de informagdes possiveis sobre os pacientes

e seja transparente em relacdo aos dados obtidos. Por exemplo, ¢ necessario verificar se o
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grupo de pacientes classificados como leves/moderados/ndo-graves/nao-hospitalizados
realmente nao evoluiu para uma forma mais grave da doenga estudada, e foi internado em
outro hospital.

E importante verificar se o paciente esta fazendo uso de algum medicamento e, se sim,
quais. No nosso caso, por exemplo, 15 pacientes leve/moderado estavam sob uso de
glicocorticoides. E crucial destacar quando a coleta dos dados dos pacientes foi realizada, pois
periodos distintos podem indicar uma variante diferente do virus em circulacdo naquela
populagdo. Quanto mais informacgdes disponiveis, melhor o conhecimento sobre fatores
confundidores, permitindo assim a identificagcdo da variacdo genética como sendo um fator de
protecao ou de risco de fato na populacao estudada com maior confiabilidade.

Quando se trata do estudo de variagdes genéticas com o objetivo de identificar uma
significativa para a gravidade e/ou evolug@o ao 6Obito, diversos fatores podem contribuir para
as discrepancias observadas em certos estudos. Conforme levantado por Idris et al. (2021)
esses fatores incluem o nimero do grupo analisado, o procedimento empregado para a
identificacao genética, o nimero de individuos inclusos no estudo, e as raizes genéticas dos
individuos analisados.

Este estudo possui limitagdes importantes. Primeiramente, o total de pacientes ¢
relativamente baixo, somando apenas 122: 40 leve/moderado e 82 grave (destes, 33 evoluiram
para Obito e 49 receberam alta). Esta amostra ndo representa completamente a populacao do
Ceara. Ademais, a despropor¢do entre os grupos de leve/moderado e grave diminui nossa
capacidade estatistica de buscar variantes genéticas de interesse e entender seu papel na
progressao da doenga. Para minimizar a influéncia de fatores trans, ¢ recomendado realizar
uma analise de hapldtipo com a quantificagdao especifica da transcricdo do alelo, conforme
levantado por IDRIS et al. (2021). No entanto, esta abordagem nao foi utilizada neste estudo.

Adicionalmente, ndo foi possivel avaliar os niveis de citocinas para investigar um
possivel papel das variantes genéticas analisadas e sua influéncia na producdo dessas
citocinas. Esses niveis podem estar associados as manifestacdes clinicas dos pacientes. Neste
estudo, também ndo foram analisados os haplotipos, embora a literatura ja tenha evidenciado
o papel dos haplétipos na covid-19 (CHEN et al., 2021; MOCCI et al., 2022). Demonstrando
a importancia de haplotipos na covid-19 para o entendimento da progressdo da doenga.

Apesar das limitagdes, este estudo ¢, até onde temos conhecimento, o Unico que
investigou esses polimorfismos no contexto da covid-19 e suas consequéncias em uma
populacdo do Ceara. Observamos que a idade e o sexo tém papéis importantes na progressao

da doenca. Além disso, descobrimos que esses polimorfismos especificos de forma individual
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ndo aumentam a suscetibilidade para a gravidade e evolucdo fatal da doenga, o que nos
permite entender melhor a covid-19 no contexto da populagdo cearense. Embora esses
polimorfismos especificos nao predisponham a mortalidade, isso ndo exclui a influéncia de
outros polimorfismos nos mesmos genes e seus papéis na covid-19. Identificamos também os
genotipos esperados para esses polimorfismos no Ceard. Descobrimos que a HAS aumenta a
suscetibilidade a gravidade da doenga, e que ha uma interagdo entre HAS e DM, o que
aumenta significativamente o risco de gravidade. Além disso, ha uma interacao entre HAS e o
alelo C do rs1800795, o alelo G do rs1800872, e o alelo A do rs1143627, aumentando a

suscetibilidade a gravidade da doenca.

8. CONCLUSAO

No contexto da covid-19 na populacdo incluida o sexo masculino apresenta
predisposi¢ao para o desenvolvimento de formas mais graves da doenca. No entanto, ndo ¢
um fator de risco para a evolu¢do ao oObito. A idade avangada predispdes tanto para o
desenvolvimento de formas graves da doenca quanto para a evolucao ao 6bito. HAS ¢ fator
que aumentam a predisposicdo a covid-19 grave. As variantes genéticas SNP rs/143627
(G>A) da IL-1B, SNP rs1800872 (T>G) da IL-10, SNP rs3819025 (G>A) da IL-17A, SNP
rs1800629 (G>A) do TNF, e SNP da IL-6 (rs1800795) (C>G) de forma individual ndo sdo
fatores de risco para gravidade e desfecho na populacao estudada.

Individuos com HAS que também tém DM tém dez vezes mais predisposi¢do para
desenvolver casos graves de covid-19. Além disso, aqueles com HAS que possuem o alelo C
do gene rs1800795 tém sete vezes mais chances de desenvolver covid-19 grave. Da mesma
forma, a presenca do alelo G do gene rs/800872 aumenta essa probabilidade em trés vezes, e
o alelo A do gene 7517143627 aumenta quase nove vezes a chance de desenvolver a doenca de

forma grave.
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Unico de Salde. Este projeto sera submetido a0 CEP - Comiie de Efica em Pesquisa - da Universidade
Federal do C2ard | PROPESO-UFC & 305 CEPs das Instituigdes coparticipantss emvolvidas no 5500, por
melo da Plataforma Brasll. O grupo controle (N=120) sera composio por Individuos que ndo foram
confimatameants eXposios a0 SARS-Col-2. Todos os paricipames do estudo receberdo onentagies sobre
os objetives, procedimentos & Mscos 3ssociados 3 participagio durante o procedmento de assinatura do
termo de consentimento (TCLE), sendo assagurado o direfio de voluntanedads com relagdo 3 paricipagcao.
Um guestionano do ipo semi-estruturado serd apicado a todos participantes no momento da Inciusdo no
estudo. Avallagho clinica & laboratorial: Os padlentes Inciuldos no estudo terfo seus prontuanios avallados
constantements para acompanhar 3 evolucdo clinica da InfecE 30 & para ceES06 08 SXaMEE [aDoratonals,
de Imagem e demals dados clinicos relevantes relacionados a sinals e sintomas do paciente em estudo,
5&N00 que 3 carga Wral e a detecgao de anticorpos pode ser repetida conforme necessidade do estudo.
Imuncfendtipagem & quantificagdo da frequencia de o2iulas T CD4, T CDE & T neguladoras no sangue
pertferico: As analises de Imunafenctipagem celular serio

Enderege:  Fus Cal. MNunes oo Mk, 1000

Babrec Rodafo Tedflo CEP: &0 £30.275
UF: CE Mumieiplo: FORTALEZA
Tobsfome: e sise il E-mail: comepegiuie iy

A IT o8 58
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realizadas nos periodos DO (MOmento que ¢ paciens procury Sendimenio madlco' periado de Aé 7 das
do Inicio dos sintomas), DO7 & D15. Para Isso, 3s seguinies subpopulaghes celulares serdo anallsadas pela
tacnica de cilometna oe fuxe: CO3+ (Infecitos T totais), CO3+CO4+ [INfociios T helper ou auxliaress),
CD3+CD3+ infoctios T choltwcos), CO4+CO25+GITR+, CO4+CD25+CTLA-4+, COA+CD25+FoXp3+
(ceélulas T reguiadoras). Controles Isotipicos (IgG1-FITC, 1gG2a-PE, IgG1-Perc?) serdo ulllizados.
Isolamento das células: mononucieares perfféricas & avallagdo da produgdo de citocings Intracelularss.
Células mononucieares serdo separadas por centitfiugagao em gradients de gensidade 3 partlr 0e amostras
de sangue perférico coletas. A produgdo de citocinas por linfaciios T CO4 ou CD8 sera anallsada por
marcago Intracelular apos estimuiagdo In vitro com PMA+ionomicina+brefeidina. Em sequida, 35 células
SEF30 ressupensas em soluglo permeadiizants & INCUDAdas por 10 min 3 TA. Apos lavagem, a6 celulas
serdo Incubadas simultaneamentie com anticorpes ant-ciiocina (IL-2, IL-4, IL -17, IFN- ou IL-10) & antcompos
CcOnira marcadornss o8 superficie (CO3, COu, COE) dreaments conjugacas a fluordromaos por 30 min 3 4C.
ApCs lavagem, as Ccaiulas s2rd0 analisacas no CLomeatro de Muxo. Quantificacao de CROCINGS No SOMAS
citocinas séncas serdo quanticadas por meio ¢a platatorma Multiplex (tecnologla Luminexd®) nos periodos
DO, DO7T e D15. Sara utiizado um painel de clDCinas dos peims o2 celulas Thl, Th2, Th1T & Treg. Para
agueles analioe que ndo estiversm disponivels na plataforma de Muitiplex, 3 quantficagio sera feha
utlizando o ensalo de ELISA Analises de polimarismo genético: O DNA gendmico sera extraido das
amostras de sangue total dos Indviducs. A extracio de DNA sera realizada usando o kit comercial, Blopur
Exraction kit Minl Pius Spin — 250 . Apos a extraga, 663 realizada a quantficacdo do DNA para verficacdo
da concentragdo & pureza & em seguida as amosiras serdo comdas em gel de agaroee 3 0,8%, coradas
COM 0 agents Imercaiente GalRen® Nucielc AC Gal Stain. A reagao de RT-gPCR ser redlzacs uiizanto
ensalos valldados SNP TagMan® Genotyping Assays (Applied Blosystems), para as vanantes gendticas
estldatas.

Corgmancie 33 Pamcar 4 34 350

Objetivo da Pesquisa:

OCbjetive Primanio: Caracterizar o parfll de linfocitos T efetores @ ciocinas séricas envolvidas na resposta
Imune de pacientss acomelidos por SARS-CoV-2 apresentando 3s fomas assintomatica, leve & grave da
d0ENCa, Dem Como POIMOMSMOS QENeticos e MOleculas IMUNCMeguIatonras, para 0emniglo de possiveis
marcadores de prognésico e avos terapéuticos. Objetivo Secundana: Avallar em pacientes com dferanies
manifesiagies clinicas da doenga (assintormaticos, forma leve e formas graves) e nos Individuos
controdes Pardmetros clinicos € laboratorials; - Determinagdo da

Enderege:  Fum Cal Nures o Malo, 1000
Bairre: FRodals Tedfia CEP: &) 430975

WF: CE Mumcipha. FORTALEZA
Tobefome: g 3o gy E-mall. comegmue by
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Caa Vira ou sorposvitate (G an-SARS-COV-Z; - Frequancia da pooulacio de calulas T CD4 efetoras
(Thi, Th2 & Thi7) no sangue pertférico;- Frequénda da poputagso de células T CD3 efetoras no sangue
periferica; - Frequéncia da popuiagio de células T reguladoras (Tregs) no sangue pertfnico; - Cuanificacdo
de ciiocinas nas diferentes subpopulagies de Infibciios T efetores (ctocng Infraceiular); - Perll de ciiocinas
préinflamatanas no sorc; - Perfl de citocinas anti-inflamatonas no soro; - Comelacionar o6 parametros
clinicos e laboratornals com 06 parametros Imunoltgicos;- Anallsar a presenga de SNPs em ganes de
moléculas anvolvidas na resposta Imune; Comparar os resuiiatos obsenvados nos dferenies grupos de
pacieniss que podem se CONSIJErados Prognosticos de Meinora ou plora dnica.

Cordmongle 33 Pusmcar 4 248 730

Avalagsd dos RIscos & Benaficlos:

Riscos: O rscos 530 minimos para 0 participantss d3 pesquisa. Os M5C05 3560053005 COM @ ooeta de
sangue Incluem: dor, hemaioma, ou outro desconforto no local da coleta. Raramente desmalo ou infecgles
no local de pungdo podem ocomer. Culdados serdo tomados para minimizar esses rscos. O Individuo
podera experimentar efieitos colaterals que N30 &30 conhadidos 32 0 momento ou Nao foram refatados. Em
cas0 de apanecimanto de qualquer complicagdo, © Individuo sard assistico prontamente por equipe medca
dos servigos 0e salde participamies da pasquisa.

Beneficlos: O resultados do presenie astudo ndo Denefclardo os Individuos InCluldos na pesgquisa
diretamente, mas serdo fontes de conhecimento gue poderdo ser ufllizades futuramente para o
desenvolvimento de novas leraplas para o tratamento da Covid-19.
Comentarios & Consideraghes sobre 3 Peaquiss:

Pesquisa reievanie, soore lematica aal

Consigeraghes Sobre 02 Termos o¢ apresentago obrigatora:

Todes 05 termos foram apresentados.

Recomendagies:

Sem pengencias

Conclusdes ou Pendénclas & Lista de Inadequaghes:

Todas 35 solcizgies foram aendloas.

Sem pangencias.

Consigeragies Finale a criterio do CEP:

Ao final da pesquisa, 0 relaitno fnal devera ser emviado 3 este CEP.

Endaregn:  Fus Cal Mures de Mako, 1000

Baisrer  Rodets Tefla =

UF. CE Muricipbo:  FORTALEZA
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Este parscar fol slaborado bassado noe documentos abalxo relacionados:

Comtmumzie 32 Pamcar 4 o 280

Tipo Documenio Arguivo Posiagem ALROr Siacao
[TATCrMagies Dascas| FE_IN DRWALES_BASICAS_DO_P | 130a2an e |
oo Proietn ROJETO 157984 paf 0G:26:58
TCLE/Termos de | TCLE_2 pdf 140972020 | JULIANA NAVARRO | Acein
Assentimento / 022356 |UEDA YAOCHITE
Justmeativa ge
LAUSANCS
Projeto Dedalhado ! | Projeto_covid pdr 140972020 |JULIANA NAVARRO | Aceiln
Ernchura 092307 | UEDA YAODCHITE
Ly SIgan0r
Brochura Pesquisa | Erochura pdf 14092020 |JULIANA NAVARRO | Acsin
052333 | UEDA YADCHITE
Folha de Rosto rosto. pdf OSTUE2020 |JULIANANAVARROD | Acsto
07:45:90 | UEDA YAOCHITE
[ DACT.par OSDE2020 |JJLIANANAVARRO | Acsio
] 074398 |UEDA YAOCHITE
m paricipantes pdf DSDEZ020 |JULIANA NAVARRD | Acein
| Pesquisagores 07:3401 | UEDA YADCHITE
Cutros Questionana_covid.pdr 100772020 | JULIANA NAVARRO | AcelD
16:54°57 | UEDA YAQCHITE
[CUEos Caia_propesq pdl TOUT2020 [ JOOANANAVARRD | AceiD |
165438 | UEDA YADCHITE
Cramento orcamenio_convid par 100772020 |JULIANA NAVARRO | AceiD
165224 | UEDA YADCHITE
Cronograma [CRONOGHANA_covidpd TIOT2ED (JULANA RAVARRD | AceiD |
16:51:45 | UEDA YADCHITE

Situagdo oo Parecer:

ADrovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

FORTALEZA, 19 ge Outubro de 2020

ASBINa00 por:
FERNANDO ANTOMIO FROTA BEZERRA
[Coordanadoria))
Enderege.  Fus Cal Mures oo Malo, 1000
Baisre:  Riodals Tediflo CEP: &) £30.07%

UF: CE Municigia. FORTALEZR
Tebefome o v iy -l ot b

Eugrm sace e
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ANEXO B - PARECER COMITE DE ETICA (4.505.911)

MAAC DION Y5 RODRIGUES DA COBTA - V3.2 52
Wock estd em: Plblice > Confirmar Aprovacis pelo CAAE ou Parecer
CONFIRMAR APROVACAC PELO CAAE OU PARECER

Informe o nimero do CAAE ou do Parecer:

Numero do CAAE: Numero do Parecer:

|4505011

Mhr]
Esta consuffa refoma somente parectves aprovados. Caso ndo apresenie nenhuam resuliada, o ndmero do parecey nfornado nde € valdo ow nlio comaspande a wm parecer
aprovads.

Titulo do Projeto de Pesquisa:

|ESTE.IDO DOS FATORES PREDITIVOS DE RISCO DA PﬁDﬁﬁES_.SM CLINICA E A INFLUENCIA DO . 1]
Namero do CAAE: MNimero do Parecer:

40615320.9.0000.5054 | [4505011 |
Quem Assinou o Parecer:

Pesquisador Responsdvel:

[FERNANDO ANTONIO FROTA BEZERRA | [GLAUTEMBERG DE ALMEIDA VIANA |
Data Inicio do Cronograma: Data Fim do Cronograma:

Contato Publico:
19/10/2020 | [3a107/2023

| [GLAUTEMBERG DE ALMEIDA VIANA
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ANEXO C — ARTIGO CIENTIFICO
ARTIGO SUBMETIDO

Individuals with COVID-19 have been developing a “cytokine storm,” where cytokines are
excessively produced and released, leading to systemic inflammation that can cause various
complications and even lead to death. It is recognized that genetic variations have been
playing a role in viral pathogenesis, including in COVID-19. Here we aimed to identify
genotypes/alleles of polymorphisms in the genes of cytokines rs1800872, rs1800795,
rs1143627, rs3819025, and rs1800629 that could be considered as risk factors for death
progression in COVID-19. The study has included 122 unvaccinated patients from the state of
Ceara, with 40 having mild/moderate cases and 82 having severe cases (33 progressed to
death and 49 were discharged). Genotyping was performed by real-time PCR. Our results
have shown that male sex predisposes to disease severity but does not predispose to death
progression. Age has been predisposing both to disease progression and death progression.
None of the studied polymorphisms, either genotype or allele, was evidenced as a risk factor
for death progression. In conclusion, these polymorphisms are not considered risk factors for
severe disease and death progression in our population. However, age and sex are relevant to
understanding how Ceara has been contributing to the mortality rate in Brazil.

Keywords: COVID-19, immune response, cytokines, single nucleotide polymorphisms
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