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RESUMO

A Covid-19 é uma doenca respiratéria infecciosa caracterizada pela produgdo excessiva de
citocinas pré-inflamatorias, que tem levado a disturbios de multiplos 6rgéos e sistemas, sendo
as complicacgdes cardiovasculares a principal causa de morte. A interleucina-18 (IL-18)
desempenha um papel importante na imunopatogénese da Covid-19, estando associada a
disfuncdo endotelial e instabilidade da placa aterosclerética. Dentre os fatores que podem
influenciar a producdo de citocinas, destaca-se os polimorfismos genéticos, especialmente 0s
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) sdo os mais comuns. Considerando os SNP relatados
no gene da IL-18, o polimorfismo rs187238 impacta na substituigdo citosina/guanina (C/G) na
regido promotora do gene da IL-18. Portanto, este estudo busca avaliar a associacao entre o
SNP rs187238 e parametros do metabolismo lipidico em pacientes com Covid-19 atendidos em
unidade sentinela de Fortaleza-CE. O recrutamento dos pacientes ocorreu entre fevereiro e
agosto de 2021, de todos os pacientes foram coletados secrecdo nasal com auxilio de um swab
nasofaringeo e submetido ao teste RT-qPCR (Reacéo de transcriptase reversa seguida de reacao
em cadeia da polimerase quantitativa) para deteccdo do SARS-CoV-2. Além disso, foram
coletadas amostras de soro para determinacdo do colesterol total (CT), suas fracdes e
triglicerideos (TG) por ensaio enzimatico-colorimétrico, apolipoproteinas A-1 (ApoA-I) e B
(ApoB) por imunoturbidimetria e IL-18 por ensaio imunoenzimatico (ELISA). Amostras de
sangue total foram coletadas para a obtengédo do DNA gendmico (gDNA), que foi utilizado para
a andlise dos SNP rs187238 por meio da utilizacdo de sondas TagMan® fluorescentes (VIC -
verde e FAM - azul) RT-gPCR. Dos 250 pacientes avaliados, 90 (36%) foram positivos para
Covid-19 e 160 (64%) foram negativos. Entre os pacientes com Covid-19 houve uma
predominancia do sexo feminino (n = 63; 70,00%), com idade média de 40,29 + 14,51 anos e
indice de massa corpérea (IMC) médio de 27,89 + 5,81 kg/m?, apresentando distribuigdo similar
entre os grupos. Observou-se que 0s pacientes com Covid-19 apresentaram uma diferenca nos
niveis plasmaticos do CT [183 (151-217) vs. 194 (160,5-237,5) mg/dL] e do colesterol da
lipoproteina de alta densidade (HDL-c) [107 (77-129) vs. 51 (44-60) mg/dL] em comparacdo
com as concentracbes do grupo negativo para Covid-19. Além disso, constatou-se uma
correlacdo negativa entre os niveis séricos de 1L-18 e HDL-c em pacientes com Covid-19 (p =
0,0028; r =-0,3169), bem como uma correlacao positiva com a razdo ApoB/A-1, um importante
marcador de risco cardiovascular (p = 0,041; r = 0,217). Foi verificado que pacientes com
genotipos CC estariam associados a uma reducdo de HDL-c (p = 0,029) e ApoA-I (p = 0,047)
guando acometidos com Covid-19. Individuos com alelo G e niveis de HDL-c abaixo de 40
mg/dL apresentavam niveis séricos de IL-18 mais elevados quando expostos a Covid-19.
Considerando isso, pode-se concluir que a resposta inflamatdria causada pelo SARS-CoV-2 em
pacientes ambulatoriais com Covid-19 pode ser influenciada pelo SNP rs187238 e pelos niveis
séricos de HDL-c. Futuramente outros estudos poderdo explorar os mecanismos que regulam a
expressao génica e a descoberta deste trabalho configura um importante passo para uma
compreensdo mais profunda da fisiopatologia da doenca.

Palavras-chaves: SARS-CoV-2; Tempestade de citocinas; Inflamacdo; Interleucina-18;
Lipoproteina de alta densidade.



ABSTRACT

Covid-19 is an infectious respiratory disease characterized by the excessive production of pro-
inflammatory cytokines, which has led to disorders of multiple organs and systems, with
cardiovascular complications being the main cause of death. Interleukin-18 (IL-18) plays an
important role in the immunopathogenesis of Covid-19, being associated with endothelial
dysfunction and atherosclerotic plaque instability. Among the factors that can influence the
production of cytokines, genetic polymorphisms stand out, especially single nucleotide
polymorphisms (SNP) which are the most common. Considering the SNPs reported in the IL-
18 gene, the rs187238 polymorphism impacts the cytosine/guanine (C/G) substitution in the
promoter region of the IL-18 gene. Therefore, this study seeks to evaluate the association
between the SNP rs187238 and parameters of lipid metabolism in patients with Covid-19
treated in a sentinel unit in Fortaleza-CE. Patient recruitment took place between February and
August 2021, nasal secretions were collected from all patients using a nasopharyngeal swab
and submitted to the RT-qPCR (quantitative reverse transcription polymerase chain reaction)
test to detect SARS-CoV -two. In addition, serum samples were collected to determine total
cholesterol (TC), its fractions and triglycerides (TG) by enzymatic-colorimetric assay,
apolipoproteins A-1 (ApoA-I) and B (ApoB) by immunoturbidimetry and IL-18 by assay.
immunoenzymatic (ELISA). Whole blood samples were collected to obtain genomic DNA
(gDNA), which was used to analyze the rs187238 SNP using fluorescent TagMan® probes
(VIC - green and FAM - blue) RT-gPCR. Of the 250 patients evaluated, 90 (36%) were positive
for Covid-19 and 160 (64%) were negative. Among patients with Covid-19, there was a
predominance of females (n = 63; 70.00%), with an average age of 40.29 + 14.51 years and an
average body mass index (BMI) of 27.89 £ 5.81 kg/m?, showing a similar distribution between
the groups. It was observed that patients with Covid-19 showed a difference in plasma CT levels
[183 (151-217) vs. 194 (160.5-237.5) mg/dL] and high-density lipoprotein cholesterol (HDL-
c) [107 (77-129) vs. 51 (44-60) mg/dL] compared to the concentrations of the Covid-19
negative group. Furthermore, a negative correlation was found between serum levels of IL-18
and HDL-c in patients with Covid-19 (p = 0.0028; r = -0.3169), as well as a positive correlation
with the ratio ApoB/A-I, an important marker of cardiovascular risk (p = 0.041; r = 0.217). It
was found that patients with CC genotypes would be associated with a reduction in HDL-c (p
= 0.029) and ApoA-I (p = 0.047) when affected by Covid-19. Individuals with the G allele and
HDL-c levels below 40 mg/dL had higher serum IL-18 levels when exposed to Covid-19.
Considering this, it can be concluded that the inflammatory response caused by SARS-CoV-2
in outpatients with Covid-19 can be influenced by the rs187238 SNP and serum HDL-c levels.
In the future, other studies may explore the mechanisms that regulate gene expression and the
discovery of this work represents an important step towards a deeper understanding of the
pathophysiology of the disease.

Keywords: SARS-CoV-2; Cytokine storm; Inflammation; Interleukin-18; High-density
lipoprotein.
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1. INTRODUCAO

1.1 Fisiopatologia da Covid-19

A Covid-19 é uma doenca respiratéria aguda que emergiu como uma pandemia em
dezembro de 2019 em Wuhan, na China. Causada pelo SARS-CoV-2, sigla do inglés que
significa coronavirus 2 da sindrome respiratoria aguda grave, um virus de RNA de fita simples

e polaridade positiva, classificado como B-coronavirus (Zhu et al., 2020).

Pertencente ao grupo dos virus envelopados, 0 SARS-CoV-2 apresenta um formato
esférico, embora pleomorfico, com didmetro variando entre 60 a 220 nm. Em suas micrografias
eletronicas, diferentes elementos estruturais foram revelados, como: lipidios, proteinas e
carboidratos (Zhu et al., 2020; Chan et al., 2020).

O SARS-CoV-2 apresenta em sua estrutura gendmica 29.903 nucleotideos,
tornando o segundo maior RNA conhecido, conforme ilustrado na Figura 1. Esse genoma
consiste em duas regides nao traduzidas (UTR) nas extremidade 5’ ¢ 3°, e 11 quadros de leitura
aberto (ORF) que codificam 28 proteinas. O gene orflab constitui cerca de dois ter¢os do
genoma do virus, codificando 16 proteinas ndo estruturais (NSPS) dentro do gene pplab,
conforme mostrado em lilas. O outro tergo do genoma inclui quatro genes (em verde) que
codificam quatro proteinas estruturais (S, M, E, N) e oito genes acessorios (em vermelho) que
codificam oito proteinas acessorias (orf3a, orf6, orf7a, orf7b, orf8, orfb, orfoc e orfl10) (Li et
al., 2020; Helmy et al., 2020; Gotardo, 2021; Pereira et al., 2021).
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Figura 1 — Estrutura do SARS-CoV-2.
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Fonte: Adaptado de Jamison et al. (2022). Elementos estruturais do virus, incluindo a proteina spike, envelope,
membrana e componentes internos, como 0 RNA de fita simples viral e as proteinas do nucleocapsideo (acima).
Componentes do genoma SARS-CoV-2 (abaixo). NSP — Proteina ndo estrutural; pb — Pares de base.

Dentre as glicoproteinas estruturais, o virus possui em seu envelope uma proteina
de superficie, a glicoproteina Spike (Proteina S), uma tipica proteina de fusdo do tipo I, que
estruturalmente apresenta quatro diferentes regides: dominio transmembranar; curto dominio
citoplasmatico e duas subunidades, a S1 (equivalente ao dominio N-terminal) e a S2
(equivalente ao dominio C-terminal), ambas responsaveis pela fixacdo e entrada do virus nas
células do hospedeiro, desempenhando, dessa forma, um importante papel na fisiopatologia da
doenca (Letko et al., 2020).

Além da Proteina S, o coronavirus possui também a glicoproteina de envelope
(Proteina E), considerada a menor proteina estrutural presente no virion e esta em menor
quantidade em relacdo as demais proteinas estruturais, apesar de ser abundantemente expressa
na célula hospedeira durante a replicacdo. J& a proteina mais abundante no envelope € a
glicoproteina de membrana (Proteina M), que desempenha um papel fundamental na montagem
da particula viral, participando diretamente na regulacdo do tamanho e no formato do virus. O
SARS-CoV-2 tem em sua estrutura também a glicoproteina N, molécula importante na
formacdo do nucleocapsideo, que é responsavel pelo armazenamento do material genético e

onde ocorre a sintese e traducdo do RNA, favorecendo assim a replicacdo viral (Cui; Li; Shi,
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2019; Neuman et al. 2011; Li, 2016; Ceraolo; Giogi, 2020; Malik, 2020; Uzuniam 2020; Yan
et al., 2020).

Para entrar nas células hospedeiras, 0 SARS-CoV-2 utiliza uma enzima
transmembranar que é altamente expressa em diferentes tecidos de 6rgdos como pulmao,
intestino, sistema nervoso central, rins e coracdo. A Enzima Conversora de Angiotensina 2
(ECA2) é usada como seu principal receptor de entrada, por meio da interacdo entre a enzima
e uma regido especifica da proteina S, nomeada como dominio de ligacdo ao receptor (RBD)
(Kumar et al., 2020; Lopes-Pacheco et al., 2021; Zhou et al., 2020). A Proteina S através de
seus dois dominios funcionais, interage com o receptor ECA2 através da subunidade de
superficie S1, enquanto a ancoragem e a fusdo entre a membrana celular humana e o envelope

viral, fica sob a responsabilidade da subunidade S2 (Li, 2016).

Inicialmente, o ciclo replicativo do SARS-CoV-2 (Figura 2) ocorre a partir da
interacdo entre o receptor ECA2 com a subunidade S1, que ira desencadear uma reorganizagdo
estrutural da proteina S, expondo o sitio interno da subunidade S2 apos clivagem mediada por
proteases virais, como a furina e a Serino Protease Transmembrana tipo 2 (TMPRSS2) presente
na membrana da célula hospedeira. Apds clivagem, a subunidade S2 estara finalmente ativada
para promover a fusdo do envelope viral & membrana celular ou por meio de endocitose — via
alternativa utilizada pelo virus para entrar na célula. Dentro do endossoma, o virus sofrera acdo
de clivagem através da catepsina lisossomal B/L e passara a liberar seu material genético no
citoplasma, onde passara a utilizar a maquinaria celular para sua replicacdo (Glowacka et al.,
2011; Fehr; Perlman, 2020; Muralidar et al., 2020).
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Figura 2 — llustracdo esquematica das etapas de infeccdo pelo SARS-CoV-2.
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Fonte: adaptado de Evans; Liu, (2021). A ligacdo de virions aos cofatores de ligacao representativos pode facilitar
a ligacdo da proteina S do SARS-CoV-2 ao ACE2. Entdo, a clivagem subsequente pela superficie celular
TMPRSS2 pode levar a fusdo da membrana celular, ou a endocitose do SARS-CoV-2 permite o processamento da
catepsina B/L do SARS-CoV-2 S e a fusdo subsequente, ambas de maneira dependente de ACE2. Se o
processamento do TMPRSS2 poderia ou nao influenciar a entrada endossOmica € atualmente
desconhecido. TMPRSS2 — Serino Protease Transmembrana tipo 2; ECA2 — Enzima Conversora de Angiotensina
2; HSPGs - Proteoglicanos de sulfato de heparano; Receptor PS - receptores de fosfatidilserina; NRP1 -
Neuropilina-1; CD147 - Cluster de diferenciacdo 147.

Como o material genético do SARS-CoV-2 é constituido de uma molécula de RNA
de fita simples com polaridade positiva, pode imediatamente ser transcrito pela célula
hospedeira, iniciando-se por dois quadros de leitura abertos (ORFla e ORF1b), que séo
conservados nos genomas dos nidovirus. O grupo de virus que inclui os coronavirus, que vao
codificar as poliproteinas ppla e pplab, que posteriomente serdo traduzidas e clivadas em
proteinas ndo estruturais (PNE) - proteases e enzimas do complexo replicase-transcriptase,
favorecendo a sintese do RNA gendmico e subgenémico viral. Este ultimo atuard como mRNA,
ou seja, como molde para traducdo de proteinas estruturais e genes acessorios, que seguem para
0 compartimento intermediario do reticulo endoplasmatico-golgi (Cireg) onde, juntamente com
0 RNA gen6mico associado a proteina N, vdo formar virions maduros que serdo transportado

para superficie celular e liberados por exocitose (Fehr; Perlman, 2020).

A interacdes Spike/receptor ACE2 e 0 processamento da protease viral TMPRSS2

na proteina Spike ndo € o Unico mecanismo que determina a entrada do SARS-CoV-2 na célula
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hospedeira. Diferentes proteinas celulares, denominadas de cofatores, como a NRP-1
(Neuropilina-1), CD147 (Cluster de diferenciacdo 147), PS (receptores de fosfatidilserina),
HSPG (Proteoglicanos de sulfato de heparano) e Lectina tipo C, foram identificadas como
importantes moduladores, capazes de aumentar a ligacdo e a entrada de particulas do
coronavirus nas células-alvo (Cantuti-Castelvetri et al., 2020; Wang et al., 2020; Clausen et al.,
2020; Thepaut et al., 2021).

A resposta imunoldgica desencadeada pela invasdo de um patdgeno depende
inicialmente do reconhecimento dos Padrdes Moleculares Associados a Patogenos (PAMP) e
dos Padrdes Moleculares Associados a Danos (DAMP), que sdo liberados pelas células do
hospedeiro, durante a invasdo do patdgeno. Estes padrdes sdo reconhecidos pelos Receptores
de Reconhecimento de Padrdes (RRP), como os Receptores Toll-like (TLR), um RRP
transmembranar que possui um importante papel no reconhecimento de padrdes moleculares
dos Coronavirus (Birra et al., 2020; Molaei et al., 2021). Apds o reconhecimento dos Padrdes
moleculares, os TLR ativam as vias de sinalizagcdo para a liberagdo de mediadores como as
citocinas e quimiocinas, responsaveis por desencadear a resposta inflamatéria, alterar o calibre
e a permeabilidade dos vasos sanguineos e atrair atraves da quimiotaxia, as células do sistema

imune inato e adaptativo (Birra et al., 2020).

Os Interferons (IFN) sdo os primeiros mediadores quimicos liberados pelas células
do sistema imune inato, devido ao reconhecimento dos padrées moleculares pelos RRP,
fornecendo a primeira linha de defesa. Uma vez produzidos e liberados, os IFN passam a atuar
na inibicdo da replicacdo do virus, impedindo o0 aumento da carga viral e maiores complicagdes
(Sousa et al., 2020). Entretanto, os coronavirus humanos apresentam alguns mecanismos de
evasdo ao sistema imune, como a capacidade de replicacdo em vesiculas de dupla membrana,
que dificulta o reconhecimento do Acido ribonucleico (RNA) viral pelos receptores (Bordallo
et al., 2020). Também foi demonstrado que a proteina Orf3b, presente no capsideo do SARS-
CoV, inibe a fosforilacdo do fator regulador de IFN 3, interferindo no mecanismo de defesa

antiviral (Kopecky-Bromberg et al., 2007).

Com a auséncia ou inibicdo da atuacdo dos IFN, o seu papel no controle da
replicacdo viral é prejudicado. Além de outros mecanismos de evasao, a perda desse mecanismo
de defesa antiviral, considerado por muitos pesquisadores como “linha de frente”, pode

acarretar na inducdo da tempestade de citocinas, uma resposta inflamatoria agressiva de
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liberacdo descontrolada de citocinas pro-inflamatérias (Arcanjo et al., 2020; Guihot et al.,
2020).

A Sindrome de Tempestade de Citocinas Relacionada a Covid-19 (Covid- CSS) é
considerada a principal causa da inflamacao patogénica na doenga em seus casos graves. Nesse
cenario, as citocinas pro-inflamatorias mais prevalentes sédo Fator de Necrose Tumoral alfa
(TNF-a), Interferon gama (IFN-y) e diversos tipos de interleucinas (IL) como a IL-1, IL-6 e IL-
18. As consequéncias sistémicas da cascata de citocinas tém inicio em um processo inflamatério
local que se difunde para a circulacédo, levando a um quadro de hiperinflamacéo sistémica que
pode acarretar em complicagfes graves, como sepse, dano tecidual, faléncia de multiplos 6rgaos
e morte (Bordallo et al., 2020; Ragab et al., 2020; Zhao; Wei; Tao, 2021). O que caracteriza
essa condicdo é uma resposta imune descontrolada, em que ha uma ativagcdo continua de
macrdéfagos, linfocitos e células natural killer, promovendo um ciclo de feedback positivo na
liberacdo abundante de citocinas pré-inflamatorias, consequentemente acarretando no aumento

excessivo dessas proteinas de forma sistémica (Lin et al., 2020).

A liberacdo exacerbada de citocinas tem levado o paciente a uma disfuncdo do
sistema cardiovascular (coracdo e vasos sanguineos), pois a hiperinflamagdo mediada pela
elevacdo dessas proteinas, pode contribuir para o desenvolvimento de lesdo miocérdica,
disfuncdo endotelial e insuficiéncia cardiaca (Zheng et al., 2020; Tay et al., 2020; Moore; June,
2020).

1.2 Comprometimento do sistema cardiovascular na Covid-19

As complicacdes cardiovasculares ocasionadas na Covid-19 tornaram-se algumas
das principais causas de morte, especialmente em individuos de idade superior a 65 anos, com
comorbidades como diabetes, hipertensdo e obesidade. Dentre as complicagoes
cardiovasculares graves que podem acometer esses pacientes, pode-se listar: insuficiéncia
cardiaca, miocardite, arritmia, infarto agudo do miocardio e hipercoagulacdo (Quadri et al.,
2020).

Em um estudo realizado em Wuhan, na China, com 41 pacientes internados com
Covid-19, cerca de 12% dos pacientes foram diagnosticados com lesdo miocérdica aguda,

demonstrado com niveis elevados de troponina | (Huang et al., 2020). Outro estudo, também
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realizado em Wuhan, com 138 pacientes hospitalizados com Covid-19, relata, dentre as
complicacdes apresentadas, arritmias (16,7% dos pacientes) e lesGes cardiacas agudas (7,2%)
(Wang et al., 2020).

O comprometimento cardiovascular pode ser ocasionado diretamente pela
infeccdo viral nas células endoteliais, pericitos e cardiomiocitos, em razdo da presenca do
receptor ECA2 nessas células, que facilita sua entrada levando a inflamacédo e faléncia de
multiplos 6rgdos (Figura 3). Em particular, a infeccéo de células endoteliais ou pericitos pode
levar a graves disfunc@es microvasculares e macrovasculares (Guzik et al., 2020; Kwenandar
et al., 2020). Essa interacdo do SARS-CoV-2 com ECA2 impede a conversdo enzimatica da
Angiotensina 2 (ANG2) em Angiotensina 1-7, potencializando assim o efeito biolégico da
ANG?2 no sistema cardiovascular, dentre elas a vasoconstricgcdo e a liberagdo de aldosterona e
vasopressina, acarretando no aumento da pressdo arterial. Além disso a ANG2 pode regular
varios processos que alteram a fisiopatologia vascular, dentre elas a resposta inflamatoria e o
crescimento e apoptose das células vasculares, visto que esse peptideo pode ativar células que
regulam a expressdo de substancias como fatores de crescimento, citocinas e moléculas de
adesdo (Lemarié; Schiffrin, 2010; Wu, Lin et al., 2020).

Com ativacgdo da resposta imune pela células vasculares, é possivel que células T
ativadas e macrdéfagos possam se infiltrar no miocérdio infectado, resultando no
desenvolvimento de miocardite fulminante e dano cardiaco grave. Este processo pode ser
ainda mais intensificado pela tempestade de citocinas. Da mesma forma, a invasao viral
poderia causar danos aos midécitos cardiacos levando diretamente a disfuncdo miocérdica e

contribuir para o desenvolvimento de arritmia (Guzik et al., 2020).
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Figura 3 — Envolvimento cardiovascular na Covid-19.
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Fonte: adaptado de Guzik et al. (2020). Envolvimento cardiovascular em Covid-19 — principais manifestacGes e
mecanismos hipotéticos. O SARS-CoV-2 ancora-se na ACE2 transmembrana para entrar nas células hospedeiras,
incluindo pneumdcitos tipo 2, macréfagos, células endoteliais, pericitos e midcitos cardiacos, levando a
inflamacdo e faléncia de maltiplos 6rgéos. Em particular, a infeccéo de células endoteliais ou pericitos pode levar
a disfuncbes microvasculares e macrovasculares graves. Além disso, em conjunto com a hiper-reactividade
imunitéaria, pode potencialmente desestabilizar as placas ateroscleréticas e explicar o desenvolvimento das
sindromes coronarias agudas. A infeccdo do tracto respiratorio, particularmente dos pneumacitos tipo 2, pelo
SARS-CoV-2 manifesta-se pela progressdo da inflamacgdo sistémica e pela ativacdo das células imunitérias,
levando a uma “tempestade de citocinas”, que resulta em um nivel elevado de citocinas como a IL -6, IL-7, IL-
22 e CXCL10. Posteriormente, é possivel que células T ativadas e macréfagos possam infiltrar-se no miocardio
infectado, resultando no desenvolvimento de miocardite fulminante e danos cardiacos graves. Este processo pode
ser ainda mais intensificado pela tempestade de citocinas. Da mesma forma, a invasdo viral pode causar danos
aos midcitos cardiacos, levando diretamente & disfungdo miocérdica e contribuindo para o desenvolvimento de
arritmia. CK — Creatinofosfoquinase; LDH — Lactato desidrogenase; IL-6 — Interleucina 6; IL-7 — Interleucina 7;
IL-22 — Interleucina 22; CXCL 10 - Ligante de quimiocina com motivo C-X-C 10.

Ademais, o comprometimento cardiovascular pode aparecer como um resultado
tardio devido as complicacdes da infeccdo respiratoria, como a hipoxemia, provocando danos
na microvasculatura e tecidos (Kwenandar et al., 2020; Wu, Lin et al., 2020). No que se refere
ao comprometimento respiratorio, a hipoxia gerada na Covid- 19 reduziria a oxigena¢do do
miocérdio, afetando sua acao efetiva. Além disso, 0 aumento na demanda cardiaca por conta da
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insuficiéncia respiratoria, sobrecarregaria o miocardio, sendo assim, uma possivel causa para o

comprometimento cardiaco relatado na doenca (Kwenandar et al., 2020).

Um terceiro possivel mecanismo é a lesdo cardiaca ocasionada pela resposta
inflamatoria sistémica gerada na infeccdo da Covid-19, caracterizada pelo excesso de citocinas
pro-inflamatorias, como IL-6, IL-7, IL-22 e IL-18 (Bonow et al., 2020). Devido a tempestade
de citocinas, espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo geradas e acumuladas nas células dentro
da area infectada desencadeando a apoptose dos cardiomidécitos (Wu, Lin et al., 2020). Tao Guo
et al. (2020) relata que a lesdo miocardica pode estar atrelada a patogénese inflamatdria
observada na infeccdo pelo SARS-CoV-2, visto que em seu estudo os niveis plasmaticos de
Troponina T, marcador de lesdo cardiaca, foi estatisticamente correlacionado de forma linear
com os niveis plasmaticos de proteina C reativa, marcador de processo inflamatério. Portanto,
a atuacdo da resposta inflamatoria desordenada, devido a tempestade de citocinas, pode ser um

dos possiveis mecanismos de lesdo aos cardiomidcitos.

Em uma analise anterior, realizada por meio de autopsia nos coragdes de pacientes
que faleceram com SARS (Sindrome Respiratoria Aguda Grave), foi identificado a presenca do
genoma do SARS-CoV (Sindrome Respiratéria Aguda Grave Coronavirus) nos 6rgaos de 35%
dos individuos, sugerindo assim que o Coronavirus é capaz de invadir o miocardio, por meio

do seu receptor ECA2, abundante nesse 6rgdo (Oudit et al., 2009).

E possivel que o virus exiba mimetismo molecular com as células cardiacas, um
fendmeno de compartilhamento de caracteristicas entre 0s antigenos virais com os antigenos de
cardiomidcitos, podendo assim provocar uma acdo inflamatoria e necrotica no tecido. Visto
que, na analise das autopsias foi evidenciada a presenca de infiltrados mononucleares
associados a regides de necrose de cardiomidcitos (Oudit et al., 2009), presume-se a
possibilidade de dano direto nos cardiomidcitos na Covid-19 pelo SARS-CoV-2, uma vez que

este e 0 SARS-CoV sdo homologos em seu genoma (Xu et al., 2020).

Em um estudo realizado com 25 pacientes recuperados da SARS-CoV, 12 anos apés
a infeccdo, foi possivel observar que 68% desses pacientes apresentavam um estado de
hiperlipidemia e 44% possuiam anormalidades cardiovasculares, onde o metabolismo lipidico
desses pacientes estava significativamente alterado, tendo niveis de lipidios séricos e acidos
graxos livres aumentados. Desse modo, a hiperlipidemia aumenta a chance de aterosclerose,

que consequentemente, aumentard o risco de doencas cardiacas (infarto do miocadio) e de
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acidente vascular cerebral (Wu, Q et al., 2017).

1.3 Papel da interleucina-18 na Covid-19

Em resposta a infecgdo causada pelo SARS-CoV-2, multiplas celulas como
linfécitos, mondcitos, neutrofilos e macréfagos interagem para induzir o sistema imune.
Glicoproteinas hidrosoluveis denominadas de citocinas tém como uma de suas fun¢des mediar
essas interacOes (Nader et al., 2023). Dentre as citocinas, a interleucina-18 (IL-18) foi um
peptideo descrito em 1989 como uma importante molécula indutora de interferon-gama (IFN

v), sendo semelhante a IL-1p, sintetizadas como moléculas inativas (Gracie et al., 2003).

A IL-18 é conhecida como uma citocina pro-inflamatoria, sintetizada por diferentes
tipos de células da linhagem hematopoiética e ndo hematopoiética. Primeiramente, a producéo
de IL-18 foi identificada em ceélulas fagociticas especializadas do sistema fagocitario
mononuclear, denominado de células Kupffer, sendo macrofagos que residem no figado.
Posteriormente, outros estudos tem relatado a producdo de IL-18 em células endoteliais,

epitéliais e queratindcitos, mesmo em fase estacionaria (Yasuda et al., 2019).

A sintese da IL-18 ocorre a partir de uma molécula precursora biologicamente
inativa (pro-1L-18) (24-kDa), que sofrera clivagem pela caspase-1 (uma enzima protease de
cisteina intracelular), dentro de um complexo proteico denominado inflamassoma, mais
especificamente o inflamassoma NLRP3, que se tornara em uma molécula madura ativa e de
baixo peso molecular (17,2 kDa) (Nakanishi et al., 2001; Dinarello et al., 2013). Geralmente,
as citocinas sdo secretadas apds expressao dos genes correspondentes, como 0s genes das
citocinas do IFN-y e IL-4, que englobam um peptideo sinal necessario para sua liberacdo
extracelular através do reticulo endoplasmatico para o complexo de Golgi. No entanto, a IL-18
por se tratar de uma citocina semelhante a outros membros da superfamilia IL-1, como a IL-18,
ndo apresenta em seu gene um peptideo sinal, acarretando acumulo de IL-18 no citoplasma da
célula (Dinarello et al., 2013; Yasuda et al., 2019).

Os efeitos da IL-18 ocorrem através da sinalizacdo do seu receptor (IL-18R) (Figura
4), estrutura composta por uma cadeia IL-18Ro e uma cadeia IL-18R, que se ligara a 1L-18
para formar um complexo trimérico (Nakanishi et al., 2001; Oliveira; Figueredo, 2010). Apos
trimerizagdo (IL-18/IL-18Rao/IL-18Rp), a IL-18 se liga ao receptor ligante IL-18Ra, induzindo
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o recrutamento de IL-18Rf que se tornara um complexo de alta afinidade e que sinaliza através
do dominio do receptor Toll-IL-1 (TIR). Em decorréncia disso, o0 dominio de sinalizacdo TIR
recruta a proteina adaptadora MyD88, que juntamente com a quinase 1 ligada ao receptor de
interleucina 1 (IRAK1) e quinase 4 associada ao recetor de interleucina 1 (IRAK4) formara um
complexo multiproteico, denominado de Myddsome. Além disso, apés se ligar ao TRAF-6
(TNF Receptor Associated Factor 6), o inibidor de kB (IxB) sera degradado, ativando o

processo pré-inflamatorio e a via NF-kB (Hoshino et al., 1999; Yasuda et al., 2019).

Figura 4 — Cascata de sinalizacdo da IL-18.
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Fonte: adaptado de Yasuda et al. (2019). Transducéo de sinal I1L-18. Quando a IL-18 se liga & IL-18Ra (seta
preta), a IL-18Rp liga-se ao complexo. A sinalizacdo de IL-18 ativa os fatores de transcricdo NF-xB e AP-1 por
meio de moléculas de transdugdo de sinal, incluindo MyD88, IRAKs e TRAF6 (setas brancas). IL-18BP compete
na ligacdo de IL-18 com IL-18Ra. Quando a IL-18Ra se liga a IL-37, impede a ligacdo a IL-18Rp, que se liga a
IL-1R8 para enviar um sinal inibitério via STAT3. IL-18 — Interleucina 18; IL-18BP — Proteina extracelular de
ligacdo a interleucina 18; IL-18Ra — cadeia o do receptor de interleucina-18; IL-18Rp - cadeia B do receptor de
interleucina-18; MyD88 — fator de diferenciacdo miel6ide 88; TRAM — ; IRAK1 — Quinase 1 associada ao receptor
de interleucina 1; IRAK4 — Quinase 4 associada ao recetor de interleucina 1; TRAF6 — Fator 6 associado ao
receptor de TNF; IKKs - ; NF-xB - Fator nuclear kappa B; AP-1 — Proteina ativadora 1; IL-37 — Interleucina 37;
STAT3 — Transdutor de sinal e ativador de transcricéo 3.

A atividade pré-inflamatdria da 1L-18 é suprimida constitutivamente pela proteina
extracelular de ligacéo a interleucina 18 (IL-18BP). Trata-se de uma proteina soltvel enddgena,
descoberta em urina humana e constituida de 193 aminoacidos. A IL-18BP tem apresentado

alta afinidade para a IL-18, inibindo assim a ligacdo de IL-18 a IL-18Ra. Quando o IL-18Ra se
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liga ao IL-37 (um outro fator end6geno), impedira a ligacdo ao IL-18Rp, que se ligara no IL-
1R8 para enviar um sinal inibitério via STAT3 (Transdutor de sinal e ativador de transcri¢céo
3), diminuindo ativacdo do complexo proteico NF-kB ¢ da proteina ativadora 1 (AP-1), que ira
regular a produgdo de IFNy (Ushio et al., 1996; Dinarello et al., 2013; Kaplanski, 2018; Jia et
al., 2018).

Além de seu papel fisioldgico, a IL-18 tem funcdo primordial na defesa do
hospedeiro contra agentes patogénicos, aumentando fortemente a inducdo de IFN-y, 6xido
nitrico (NO) e espécie reativa de oxigénio (ERO) em fagocitos, elementos importantes que
participam na modulacdo da resposta imune inata e adaptativa. Um desequilibrio nesse sistema,
tem levado o individuo a desenvolver sérios disturbios autoimunes e inflamatorios, sugerindo
que a presenca da I1L-18, pode ser um grande fator para severidade de muitas patologias (Yasuda
et al., 2019).

A IL-18 desempenha um papel efetor e regulador em uma variedade de respostas
inflamatorias. Recentemente, tem demonstrado efeitos especificos em doencas pancreaticas,
incluindo pancreatite aguda e crbnica, bem como cancer pancreatico (Li et al., 2019). Na
tireoidite de Hashimoto, a causa mais comum de hipotireoidismo autoimune, a IL-18 tem sido
apontada como um importante mediador inflamatério da doenga (Huang et al., 2010). Niveis
elevados de IL-18 também tem se tornado um importante preditor do envolvimento renal no
IUpus eritematoso sistémico (LES) (Wu, CHAO-Y1 et al., 2016; Yasuda et al., 2019). Além
disso, aumenta a producdo de beta-amil6ide associada a doenga de Alzheimer em células
neuronais humanas e esta amplamente envolvida na resposta neuroinflamatoria apds

hemorragia intracerebral (Sutinen et al., 2012; Zhu et al., 2019).

Muitas vezes, a IL-18 desenpenha seu papel interagindo com outras citocinas para
regular a resposta imunélogica. Em combinagdo com a interleucina 12 (IL-12), a 1L-18 induz
imunidade mediada por células, como células T CD4, T CD8 e células NK para induzir a
producao de IFNy, que desempenha um papel importante na ativagdo de macréfagos e outros
tipos celulares ap6s infecgdo por estruturas imunogénicas de microrganismos (Wawrocki et al.,
2016; Johnson et al., 2023).

A 1L-18 tem desempenhado um papel central na depuracdo de virus (Yasuda et al.,
2019). Nas infecgdes virais como influenza e dengue, tem estado diretamente associada ao

agravamento e mortalidade de diversos pacientes (Satis et al., 2021). Na Covid-19, a IL-18 foi
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relatada como um importante preditor de gravidade da doenca (Satis et al., 2021). Em um estudo
realizado por Coutinho et al. (2022), diferentes biomarcadores séricos inflamatérios foram
analisados em pacientes nao vacinados e internados na unidade de terapia intensiva (UTI) de
um hospital de referéncia para Covid-19 em Fortaleza-CE. Ao avaliar os resultados, os autores
observaram que os niveis séricos de IL-18 estariam mais elevados em individuos que evoluiram

para obito.

Estudos tém demonstrado que pacientes com Covid-19 expressam diferentes tipos
de inflamassomas. Estes sdo complexos proteicos citosolicos importantes na resposta imune
inata contra padr6es moleculares associados a patogenos (PAMP). Quando ocorre a ativacdo
dos inflamassomas, algumas citocinas como a IL-18, sdo ativadas e liberadas no meio
extracelular, levando & morte da célula por lise (piroptose) e a um estado inflamatério. No
entanto, quando esse processo esta superativado, consequentemente ocorrerd um aumento na
inflamacdo e desencadeard um agravamento da doenca (Rodrigues et al., 2020; Cheon; Koo,
2021; Coutinho et al., 2022).

De todos os inflamassomas, o inflamassoma do dominio de oligomerizacdo de
ligacdo a nucleotideos contendo o dominio 3 de pirina (NLRP3) é um dos componentes da
imunidade inata mais importantes, facilitando a inflamac&o ao produzir diversas citocinas e é
amplamente expresso em pacientes com Covid-19 (Zhao et al., 2021). A ativacdo do
inflamassoma NLRP3 durante a Covid-19, tem levado a producéo de citocina como IL-1 e IL-
18, facilitando a formacdo de tempestade de citocinas — resposta imunolégica excessiva (Chen
et al., 2020; Hu, B et al., 2021). Em pacientes que tem apresentado sintomas respiratdrios, as
citocinas pro-inflamatdrias ativam ainda mais as plaquetas, células endoteliais e neutréfilos. No
entanto, niveis elevados de neutréfilos tem resultado na producdo crescente de armadilhas
extracelulares de netrofilos (NET), causando formacdo de coagulos, disfuncdo endotelial e
danos alveolares (Oynebraten et al., 2015; Frantzeskaki et al., 2017; El Haouari, 2019; Boeltz
et al., 2019; Zhao 2021).

Alguns pacientes com Covid-19, tem apresentado alteracfes neuroldgicas
importantes. Estudos tem demonstrado que a IL-18 tem a capacidade de cruzar a barreira
hematoencefalica (BHE) para entrar no sistema nervoso central (SNC) e induzir a penetracdo
de globulos brancos periféricos e mondcitos (Mohammadi et al., 2020; Shin; Cho, 2023).

Quando esse processo evolui para uma inflamagéo sistémica induzida pelo inflamassoma
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NLRP3, pode levar a formacgdo de fibrilas patogénicas, disfuncdo mitocondrial e apoptose
celular, resultando na perda progressiva da estrutura ou funcionamento dos neurbnios

(neurodegeneracédo) (Heneka et al., 2013; Yan et al., 2020).

Um envolvimento chave do inflamassoma NLRP3 foi relatado em uma ampla gama
de doencas cardiovasculares (DCV) em pacientes com Covid-19. Entretanto, citocinas como a
IL-18 ao ser induzida pelo inflamassoma NLRP3 pode promover a disfuncdo endotelial,
miocardite e danos aos cardiomidcitos. Alguns estudos acreditam que a barreira disfuncional
da mucosa intestinal pode facilitar o vazamento passivo de produtos microbianos na circulacéo,
resultando na ativacdo do inflamassoma NLRP3 e consequentemente induzindo a producéo de
IL-18, contribuindo para diferentes manifestacOes cardiovasculares (Iqubal et al., 2020; Hoel
et al., 2021; Farrag et al., 2021; Toldo et al., 2022).

1.4 1L-18 e risco cardiovascular

Os processos inflamatérios desempenham um papel importante no
desenvolvimento das doencas cardiovasculares, participando da fisiopatologia de diversos
processos como na aterosclerose, em que 0s mecanismos imunoldgicos juntamente com 0s
riscos metabdlicos contribuem para o desenvolvimento desse processo (Kaptoge et al., 2014).
Portanto, estudos recentes sugerem que 0s niveis de citocinas pro-inflamatorias circulantes

podem estar correlacionadas com o risco cardiovascular (Jefferis et al., 2011).

A IL-18 é uma citocina pré-inflamatoria e imunomoduladora que desempenha
papel significativo na cascata inflamatoria (Gracie; Robertson; Mcinnes, 2003). Expressa
principalmente por macrofagos, a IL-18 atua em seus receptores localizados na membrana de
células endoteliais, linfdcitos e células musculares lisas, além disso desempenha um papel
patogénico nas doencas cardiovasculares induzindo a disfuncdo endotelial, instabilidade de
placas aterosclerotica e a producédo de outras citocinas inflamatorias, como o IFN-y (Sadeghi et
al., 2018). A inducédo da producdo do IFN- y pode ser um dos possiveis mecanismos para 0s
efeitos pro-aterogénicos da IL-18, visto que o IFN-y potencializa o processo inflamatorio da
aterosclerose e inibe a formagdo da capa fibrosa, resultando em placas propensas a ruptura
(Leon; Zuckerman, 2005).

Como citocina Thi, a IL-18 induz a producéo e liberacéo de interleucina-6 (I1L-6)
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por macrdfagos e linfdcitos (Pedrotti et al., 2016; Hoseini et al., 2018). A IL-6 é uma citocina
mediadora central da resposta inflamatoria de fase aguda e atua elevando os niveis plasmaticos
da proteina C reativa (PCR) (Volp et al., 2008). A PCR é uma proteina sintetizada nos
hepatdcitos que, em concentracBes elevadas pode agir estimulando a producdo de endotelina
(ET-1) e desregulando a atividade da enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOs), processo
que reduz a liberacéo de 6xido nitrico (NO) no endotélio (Figura5) (Tonet et al., 2008; Teixeira
etal., 2014; Ridker et al., 2000). O NO age sobre a parede dos vasos sanguineo e exerce potente
efeito antiaterogénico, entretanto, quando reduzido leva a uma menor vasodilatagéo,
ocasionando maior risco de disfunc¢do endotelial e, consequentemente, aterosclerose (Teixeira
et al., 2014; Westfelt et al., 1995; Rudnicka et al., 2021).

Figura 5 — Mecanismo de disfun¢do endotelial decorrente do aumento da IL-18.
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Fonte: adaptado de Teixeira et al. (2014). Mecanismo de reducéo da producéo de 6xido nitrico (NO) através da
inibicdo da enzima Oxido nitrico sintase (eNOS) pela proteina C reativa (PCR). ON — Oxido nitrico; PCR —
Proteina C Reativa; IL-18 — Interleucina 18; IL-6 — Interleucina 6; ET-1 — Endotelina 1; eNOs - enzima 6xido
nitrico sintase endotelial; ETa — Endotelina A; ETg — Endotelina B; L-arg — L-arginina; NADPH - Fosfato de
dinucleotideo de nicotinamida e adenina.

Estudos experimentais realizados em placas ateroscleréticas humanas apontam o
papel da IL-18 como desestabilizadora de placas de ateroma, sendo associada a presenca de
sinais clinicos e patologicos das complicagdes cardiovasculares (Mallat et al., 2001). Em estudo
prospectivo realizado em pacientes com doenca arterial coronariana na Alemanha foi possivel
identificar uma forte associagdo entre os niveis séricos de IL-18 e o risco de futuros eventos

cardiovasculares (Blankenberg et al., 2002).

Niveis circulantes de IL-18 vem desempenhando um papel importante como

marcador progndéstico associado a insuficiéncia cardiaca congestiva, disfucdo miocardica e
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morte cardiovascular em decorréncia da ativacdo de células imunoldgicas (Blankenberg et al.,
2002; Hartford et al., 2010). Estudo realizado por Seta et al. (2000) revelou que niveis séricos
elevados de IL-18 tem sido observados em pacientes com infarto agudo do miocardio (I1AM) e

correlacionado com a pior progressao ao dano cardiaco.

Além de induzir a expressao de IFN-y em células T ¢ macrofagos, a IL-18 também
tem a capacidade de induzir apoptose em células T que expressam proteinas de superficie
celular como o antigeno Fas (factor related apoptosis), importante mediador que participa do
processo apoptaético. A apoptose € a principal forma de dano no miocardio ap6s infarto, uma
vez que a expressdao do Fas encontra-se elevada nos midcitos de pacientes isquémicos,
consequentemente levara o individuo a faléncia do musculo cardiaco (Itoh et al., 1991; Kajstura
et al., 1996; Maisel et al., 1998; Seta et al., 2000).

Estilo de vida e a idade s&o alguns dos fatores de risco que tem contribuido para o
comprometimento cardiovascular. Um estudo associou a IL-18 (proteina implicada na
aterosclerose e inflamacao) com DCV em uma comunidade de idosos acima de 75 anos. Foram
observados que niveis elevados de IL-18, tem aumentado significativamente o risco de doencas
cardiovasculares globais (DCVG) (incluindo doenga coronariana, acidente vascular cerebral e
insuficiéncia cardiaca) e morte durante os proximos 7 anos dos idosos (Xiaoming et al., 2023).
As DCV’s ocorrem frequentemente em pessoas idosas quando estas “envelhecem
rapidamente”, conforme determinado pela metilagdo do DNA, tornando-as mais susceptiveis a

processos inflamatérios que podem levar a doengas cardiovasculares (Huang et al., 2019).

A producéo basal de citocinas entre os individuos pode variar devido a influéncias
ambientais e genéticas (Smith; Humphries, 2009). Os niveis plasmaticos de IL-18 sdo
influenciados geneticamente, visto que sua liberagdo extracelular é regulada por meio dos genes
transcricionais e através da regulacdo génica pos-transcricional e pos-traducional. A presenca
de alteracOes genéticas, denominadas de polimorfismos genéticos, no gene promotor de IL-18

podem influenciar na producéo dessa interleucina (Yasuda et al., 2019).

1.5 Polimorfismo de nucleotideo Unico no gene da IL-18

Polimorfismos sdo variacfes genéticas na sequéncia do acido desoxirribonucleico

(DNA) em que a frequéncia seja superior a 1% dos alelos na populacdo. Dentre os tipos de
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polimorfismos genéticos, podem ser elencados os segmentos repetidos, as delecdes, insercdes
e duplicacbes de segmentos pequenos ou grandes e os polimorfismos de nucleotideos Unicos
(SNP, do inglés, single nucleotide polymorphisms) (Chorley et al., 2008).

O SNP é uma variacdo pontual na sequéncia do DNA que difere apenas por um
nucleotideo, ocorrendo uma troca entre as bases nitrogenadas: Adenina (A), Guanina (G),
Citosina (C) e Timina (T). Esse tipo de polimorfismo representa a variagdo mais comum no
genoma humano (Ramirez-Bello; Jiménez-Morales, 2017).

A regulagdo da expressdo génica de citocinas pro-inflamatorias tem sido
extensivamente estudada por diferentes grupos de pesquisas. Em particular, a expressao do gene
da IL-18 foi localizado no cromossomo 11 (11922.2-22.3) (Figura 6), possui seis éxons e sua
expressao é regulada por dois promotores a montante do éxon 1 (Promotor 1) e do éxon 2
(Promotor 2) (Hoseini et al., 2018; Chen et al., 2023). Varias regides do gene da IL-18 tém
apresentado diferentes polimorfismos genéticos (-656 G/T, -607 C/A, -137 G/C, +113 T/G e
+127 C/T), principalmente na regido promotora onde inicia-se a transcricdo (Giedraitis et al.,
2001; Fatima et al., 2017; Hoseini et al., 2018).

Figura 6 — Sitio polimorfico rs187238 no gene da IL-18.
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Fonte: adaptado de Chen et al. (2022). Locais polimérficos da interleucina-18 (I1L-18) rs187238 no cromossomo
11. T —Timina; A — Adenina; C — Citosina; G — Guanina.

De acordo com o Banco de Dados de Polimorfismos de Nucleotideo Unico (The

Single Nucleotide Polymorphism Database - dbSNP), o polimorfismo rs187238 promove a
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substituicdo de uma citosina (C) por uma guanina (G) na posi¢cdo 112164265 (-137) do
cromossomo 11 no sentido 5°- 3”, conforme demonstrado na Figura 7 (DBSNP, 2021). Essa
substituicdo altera o local de ligacdo ao fator nuclear do fator de transcricdo da histona 4-1

(H4TF-1), o que influencia na atividade transcricional do gene da IL-18 (Giedraitis et al., 2001).

Figura 7 — Polimorfismo de nucleotideo Unico rs187238.
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Fonte: elaborado pelo autor (2023). T — Timina; A — Adenina; G — Guanina; C — Citosina; SNP - Polimorfismo
de nucleotideo dnico.

O polimorfismo rs187238 tem sido associado a varias doencas imunoldgicas e
inflamatorias, como doenca de Alzheimer (Liu et al., 2020b), diabetes mellitus tipo 2 (Myers

et al., 2022) e doengas cardiovasculares (Cavalcante et al., 2020; Zheng et al., 2021).

Vérias vias de sinalizacdo, que estdo associadas a resposta inflamatéria, tem sido
implicadas na aterosclerose, como o inflamassoma NLRP3, mensionado anteriormente,
importante componente do sistema imunoldgico inato, em que ocorre a producdo de 1L-18,
citocina implicada com a instabilidade de placa aterosclerotica. Assim como outros mediadores
quimicos, a IL-18 também pode sofrer variagbes genéticas que contribuem para o
desenvolvimento da DAC. Liu et al. (2009a) realizaram um estudo com pacientes
diagnosticados com DAC na regido de Xiangfan, na China, e evidenciaram que o polimorfismo
rs187238 pode influenciar nos niveis plasmaticos da 1L-18, podendo contribuir de forma
signifivativa para gravidade da doenca. Da mesma forma, niveis elevados na expressdo do gene
da IL-18, com a presenca do polimorfismo rs187238, tem levado o individuo a ter maior
predisposicdo a desenvolver DAC e morte subita (Hernesniemi et al., 2009; Hoseini et al., 2018;
Zheng et al., 2021).

Ademais vale reforcar que uma variedade de sinais de perigo infecciosos e ndo
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infecciosos nos tecidos induzem a inflamacdo crbnica e ativam o inflamassoma NLRP3, de
modo gue esse complexo proteico é central na patogéneses de muitas doencas inflamatérias de
baixo grau, como obesidade, DM2 e dislipidemia (Kabakchieva et al., 2022; Zhan et al., 2023).
Nessas doencas, a IL-18 — produzida pelo inflamassoma NLRP3 — quando em niveis elevados,
tem sido associada a resisténcia insulinica (RI) e a pior progressao inflamatéria em pacientes
com DM2 (Giralt et el., 2016; Cavalcante et al., 2020). Alteragdo como essa, pode estar
associada a presenca do polimorfismo rs187238 no gene da IL-18, uma condi¢do que tem
levado a populagdo brasileira com DM2 a desenvolver DCV (Ponnana et al., 2017; Cavalcante
et al., 2020), bem como risco de acidente vascular cerebral isquémico (AVC), nefropatia
diabética e infarto agudo do miocéardio (IAM) (Zhou et al., 2019; Szeto et al., 2009).

O acumulo de gordura corporal tipico da obesidade também é acompanhado por um
estado inflamatério, que se caractariza por hipertrofia e hiperplasia do tecido adiposo, que
consequentemente recruta macrofagos e aumenta a producao de varias adipocinas, como a IL-
18 (Silva et al., 2019). A essa molécula tem sido relatado sua importancia no controle da
homeostase energética, com efeito na modulacdo da ingestdo e no acimulo da adiposidade
(Zorrila; Conti, 2014). Portanto, ha evidéncias de que pessoas obesas estdo predispostas a
produzir IL-18 através do tecido adiposo e, quando em niveis aumentados, essa adipocina sofre
diversas alteragdes geneticas. 1sso ja foi relatado por Suazo et al. 2014, que demonstrou a
influéncia do polimorfismo rs187238 do gene da IL-18, em componentes da sindrome

metabolica (SM) de criancas chilenas com obesidade.

Os distrbios metabdlicos estdo fortemente associado ao aumento dos niveis de
citocinas pro-inflamatdrias. Diferentes vias estdo envolvidas nas alterac@es induzidas pela IL-
18, sobretudo a via metabdlica dos lipideos. O aumento dessa citocina estimula a producéo do
fator nuclear kappa B (NF-xB) ¢ IFN-y que, juntos, podem interferir no processo de maturacéo
e formacdo de lipoproteinas, o que afetaria diretamente o transporte reverso do colesterol,
resultando em aumento nos niveis plasmaticos de lipideos ou lipoproteinas aterogénicas (Xiang
et al., 2022; Liang et al., 2023). Essas alteracdes podem estar associadas ao polimorfismo

genetico.
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1.6 Metabolismo lipidico e inflamacgéao

O metabolismo lipidico ou lipoproteico € um mecanismo que envolve a
decomposicdo ou armazenamento de gorduras e a sintese de lipideos estruturais e funcionais
(Real et al., 2021). Os lipideos sdo metabolitos essenciais organizados por um grupo de
compostos quimicos organicos naturais que tem um papel importante na manutencédo da vida,
servindo como horménio (Craig et al., 2023), armazenamento de energia (Sinturel et al., 2022),
auxiliando na digestdo (Craig et al., 2023) e atuando como componente estrutural da célula
(Luo et al., 2020).

Os lipideos sdo compostos sollveis em solventes organicos e praticamente
insolUveis em &gua. Essas macromoléculas sdo subdivididas conforme sua estrutura quimica,
sendo os ésteres de colesterol e os triglicerideos, as macromoléculas mais encontradas no

organismo animal apds ingestdo (Baynes, 2014; Burtis; Bruns, 2016).

Devido a natureza hidrofébica dos lipideos apolares, tanto os triglicerideos quanto
ésteres de colesterol precisam de proteinas especiais como apolipoproteinas para facilitar o
transporte desses lipideos do figado para os tecidos periféricos, assim como dos tecidos
periféricos para o figado e intestino (transporte reverso) (Feingold et al., 2000; Harris, 2009).
Estruturalmente, as lipoproteinas (Figura 8) sdo particulas esféricas microscopicas complexas
gue consistem em uma monocamada de lipidios hidrofilicos (fosfolipidios, colesterol livre e
apolipoproteinas) envolvendo um nucleo central hidrofébico constituido de triglicerideos e
ésteres de colesterol (Smith et al., 1978; Genest et al., 1992).

As lipoproteinas plasmaticas sdo classificadas em sete estruturas e diferenciadas de
acordo com seu tamanho, densidade, conteudo lipidico e apolipoproteinas (Mahley et al., 1984;
Feingold et al., 2000). As apolipoproteinas sdo estruturas particularmente importantes, pois
agem como principal componente proteico das lipoproteinas, desempenhando um papel crucial
na classificacdo de algumas lipoproteinas, como quilomicrons, lipoproteinas de densidade
muito baixa (VLDL), lipoproteina de densidade intermediaria (IDL), lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e lipoproteina de alta densidade (HDL) fornecendo estrutura e funcdo ao

metabolismo lipoproteico (Bruns; Burtis, 2016; Lent-Schochet, 2023).
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Figura 8 — llustracdo da estrutura e composicdo das lipoproteinas.
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Fonte: Adaptado de Chiang (2014); HDL - lipoproteinas de alta densidade; IDL — lipoproteinas de densidade
intermedidria; LDL — lipoproteinas de baixa densidade; VLDL — lipoproteinas de muito baixa densidade; B-48 —
Apolipoproteina B 48; E — Apolipoproteina E; CIl — Apolipoproteina C I1; Al — Apolipoproteina A I; B100 —
Apolipoproteina B 100.

Os lipideos derivam de fontes exdgenas, como a dieta e de fontes enddgenas, como
a sintese pelo figado. No metabolismo das lipoproteinas (Figura 9) a maior parte da digestéo e
absorcdo dos lipideos ocorrem no intestino delgado. Enzimas pancreéaticas sdo secretadas no
intestino para hidrolisar ésteres de colesterol em colesterol ndo esterificado e os triglicerideos
em acidos graxos e monoglicerideos. Essas moléculas sdo absorvidas separadamente e
reesterificadas para formar triglicerideos a partir da acdo da enzima diacilglicerol
aciltransferase (DGAT) e colesterol através da acil-coenzima A colesterol aciltransferase
(ACAT), gque entrard no enterdcito através de canais denominados de proteina Niemann-Pick
Cl-like 1 (NPC1L1) (Jia et al., 2011; Pelley, 2012; Voet et al., 2016; Gudrun et al., 2013;
Cohen et al., 2007; Lent-Schochet, 2023).
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Figura 9 — llustracdo do metabolismo das lipoproteinas.
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Fonte: adaptado de Mach et al., (2020); CETP — proteina de transferéncia de éster de colesterol; HDL —
lipoproteinas de alta densidade; IDL — lipoproteinas de densidade intermediaria; LDL — lipoproteinas de baixa
densidade; VLDL - lipoproteinas de muito baixa densidade.

No citosol dos enterdcitos os triglicerideos e os ésteres de colesterol da dieta sdo
empacotados nos quilomicrons por meio de interacdo com a Apo B-48 e secretadas na
circulacdo através dos vasos linfaticos (Jo et al., 2016; Bruns; Burtis, 2016; Cohen et al., 2007;
Lent-Schochet, 2023). Na circulagdo, os quilomicrons vdo adquirir do HDL apolipoproteina E
(Apo E) para facilitar sua captacédo pelo figado e apolipoproteina C-11 (Apo C-11) para ativar as
lipoproteina lipase (LPL) do endotélio, que ira hidrolisar os triglicerideos e liberar acidos
graxos. Apos esse processo os quilomicrons reduzem seu tamanho e rapidamente sao removidos
pelo figado (Bruns; Burtis, 2016).

Os lipideos armazenados no figado séo liberados na circulacédo através da particula
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de VLDL. Essa lipoproteina apresenta em sua estrutura moléculas de triglicerideos, colesterol
esterificado e algumas apolipoproteinas (Apo B-100, Apo E e Apo C-11) em sua membrana. O
triglicerideo do VLDL é utilizado como fonte de energia pelos tecidos apds o reconhecimento
da Apo C-II pela LPL, consequentemente, o VLDL passara a uma particula remanescente,
denominada de IDL, que retornard ao figado através da ligacdo da Apo E ao seu receptor
especifico nos hepatdcitos (Bruns; Burtis, 2016). Como via alternativa, o IDL podera se
transformar em uma particula de LDL. Isso acontece quando o HDL retira do IDL Apo C, Apo
E e triglicerideos através da proteina trocadora de ésteres de colesterol (CETP). Em
contrapartida, a CETP entrega colesterol esterificado ao IDL que se transformara em LDL e
permanecera na circulacdo (Bruns; Burtis, 2016; Cohen et al., 2007; Lent-Schochet; Jialal,
2023).

O LDL é uma lipoproteina que carece de Apo C e Apo E em sua membrana. Essas
apolipoproteinas sao estruturas importantes para retirada do LDL da circulacdo. A remocéo do
LDL se dar a partir da ligacdo da Apo B-100 da lipoproteina ao receptor de LDL (LDL-R) na
célula. Uma vez dentro da célula, o colestrol esterificado sofrerd acdo da enzima esterase, que
ird degradar a molécula em &cidos graxos e colesterol livre. Quando ocorre acimulo de
colesterol no interior da célula, a enzima Acil-colesterol Aciltransferase (ACAT) ira esterificar
o0 colesterol, que logo serd armazenado em forma de goticula lipidica no citoplasma celular
(Bruns; Burtis, 2016; Cohen et al., 2007; Lent-Schochet; Jialal, 2023).

O excesso de colesterol livre na célula passa a ser tdxico aos tecidos. Entretanto, a
remocao dessas particulas ocorre a partir do reconhecimento da proteina transmembranar ABC-
Al pela ApoA-1 do HDL, que transportara o colesterol livre para dentro da lipoproteina. Uma
vez dentro do HDL, o colesterol livre sofrera acdo da enzima Lecitina-colesterol Aciltransferase
(LCAT) tornando-a uma particula esterificada, que posteriormente sera transportada para o
figado a partir da ligagdo da ApoA-1 ou Apo E do HDL aos seus receptores nos hepatdcitos
(Bruns; Burtis, 2016; Cohen et al., 2007; Lent-Schochet; Jialal, 2023).

O colesterol livre é uma molécula lipofilica, propensa a oxidacdo e a desenvolver
sérios distdrbios no metabolismo lipidico. A importancia clinica dos lipideos esta
principalmente associada a sua contribuicdo para doenca cardiaca coronariana (DCC) e
diferentes alteracdes lipoproteicas. Estudos tém demonstrados que, quando o colesterol total e

o colesterol LDL (LDL-C) estdo em concentracdes elevadas (Hipercolesterolemia), a incidéncia
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e a prevaléncia de DCC sdo também elavadas (Mortensen et al., 2023; Sundjaja; Pandey, 2023).

A DCC é uma doenga na qual a placa de ateroma se acumula no interior das artérias
coronarias, sendo o colesterol LDL uma das principais lipoproteinas responsaveis pela doenga
cardiovascular aterosclerética (DCVA) (Lin, 2020). As particulas de LDL que se acumulam no
compartimento plasmatico e ndo sdo captadas pelo tecidos podem migrar para intima do vaso,
onde estdo sujeitas a oxidacao. Quando oxidado, o LDL é fagocitado por macrofagos formando
células espumosas (macréfagos ricos em colesterol) e ao sofrer ruptura, podem liberar radicais
livres, enzimas proteoliticas e LDL oxidado (Brown; Goldstein, 1986; Burtis; Bruns, 2016;
Lent-Schochet; Jialal, 2023).

O LDL oxidado prejudica a funcdo endotelial (inibindo a liberacdo de éxido
nitrico), aumenta a expressao de moléculas de adesdo e promove a producdo de citocinas
inflamatorias que induzem a ativacdo de células osteoblasticas localizadas na parede arterial,
participando da deposicdo de célcio, resultando na perda da elasticidade tecidual e
posteriormente na formacdo da aterosclerose (Liberman et al., 2013; Cohen et al., 2007; Lent-
Schochet; Jialal, 2023).

Sabe-se que fatores ligados a idade, sexo e estilo de vida tem contribuido para o
acimulo de LDL plasmatico. No entanto, mutacdes ou polimorfismos genéticos também
alteram estruturas ou fungdes de proteinas que estdo envolvidas na sintese, homeostase e no
metabolismo da LDL. Mudangas ocasionais nos genes das ApoB, ApoE e do receptor da LDL,
sdo algumas alteracdes que tem interferido na afinidade da lipoproteina a receptores celulares
especificos, contribuindo para o aumento dos niveis de LDL na circulacdo e favorecendo o
desenvolvimento de DAC (Forti et al., 2003).

Em contraste com a LDL, concentracdo alta de colesterol HDL (HDL-C) se mostra
como preventor de DCC, tendo em vista que um dos principais beneficios da HDL é remover
0 excesso de colesterol acumulado nos tecidos periféricos e transferir para o figado (Burtis;
Bruns, 2016). Esse mecanismo representa a fun¢do “boa” da particula para a prevengdo da
aterosclerose em humanos. Desta forma, 0 HDL-C tem sido conhecido como “colesterol bom”,
pois niveis elevados dessa lipoproteina estariam associados a um menor risco de DCVA (Ogura,
2022; Eckardstein et al., 2023). Além de seu papel antiaterogénico, a HDL também tem
apresentado outras fungdes protetoras importantes, como anti-inflamatoria, antitrombdtica,

antioxidante, antimicrobiana e imunorreguladora (Rye et al., 2009; Pirillo et al., 2019; Meilhac
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et al., 2020; Bhale et al., 2022).

Nos Ultimos anos, estudos sobre a HDL vem passando por mudancas de paradigma
quanto a sua composicao e funcionalidade. Alguns fatores tem levado a HDL perder sua fungéo
protetora, como a capacidade reduzida em estimular o efluxo de colesterol dos macréfagos,
inibir a oxidacdo do LDL e regular a apoptose, a producéo de NO, a proteina quimiotatica-1 de
mondacitos e a expressdo de moléculas de adesao celular vascular em células endoteliais (Besler
et al., 2011; Speer et al., 2013; Annema; Eckardstein, 2016; Hirata et al., 2018; Eckardstein et
al., 2023; Lent-Schochet; Jialal, 2023). Desse modo, é importante destacar que disturbios no
metabolismo da LDL ou HDL, seja por causa organica ou ndo organica, podem levar a

dislipidemia.

As dislipidemias, por sua vez, sdo caracterizadas por um subconjunto de disturbios
do metabolismo lipidico envolvendo niveis plasmaticos alterados ou comprometimento
funcional, que podem ser determindas laboratorialmente pelo aumento plasmatico de colesterol
associado as lipoproteinas que contém Apo B (hipercolesterolemia) ou pela diminuicdo do
colesterol associado as lipoproteinas que contém Apo A-I (hipoalfalipoproteinemia), sejam de
forma isolada ou em associagdo com aumento de triglicerideos (hipertrigliceridemia). As causas
das dislipidemias podem ser de origem primaria, quando associadas as mutacfes ou aos
polimorfismos genéticos e, secundaria, quando associadas aos fatores ambientais como estilo
de vida, idade, medicamentos, alimentacdo, sedentarismo, dentre outros (Faludi et al., 2017;
Mach et al., 2020; Xiang et al., 2022).

Apesar das dislipidemias secundarias serem as mais prevalentes na populacéo, as
dislipidemias primarias séo irreversiveis e podem ser passadas para as proximas geracoes.
Podem ser divididas em monogénicas e poligénicas, quando se trata da quantidade de alteragdes
genéticas necessarias para se observar alteracdes de lipoproteinas. Nesse sentido, as
dislipidemias monogeénicas sao mais rastreaveis clinicamente devido as suas alteraces clinicas
serem precoces, apresentarem historico familiar, alteracfes graves do perfil lipidico com sinais
e sintomas patognomonicos e auséncia de fatores secundarios (Faludi et al., 2017; Mach et al.,
2020).

As dislipidemias poligénicas, por outro lado, sdo causadas pela somatoria de
variantes genéticas denominadas de polimorfismos de nucleotideo unico (SNP). Os SNP sdo

variagdes genéticas que podem ocorrer tanto em regides codificadoras (éxons) quanto em nao
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codificadoras (introns) de um determinado gene. Embora individualmente essas alteracfes ndo
exercam um efeito significativo no perfil lipidico, quando combinadas com outras alteracdes
geneticas ou fatores epigenéticos, como estilo de vida e infec¢bes, um determinado SNP pode
estar associado ao desenvolvimento de dislipidemia clinica. Nesse contexto, os SNP que vem
sendo bastante investigados e relevantes sao aqueles relacionados a proteinas pré-inflamatdrias,
como a IL-18, que no curso da inflamacao tem sido associada a niveis mais baixos de HDL-C
(Faludi et al., 2017; Yuan et al., 2020).

Foi descrito anteriormente que a inflamacdo é uma caracteristica fundamental dos
pacientes infectados com Covid-19, e a IL-18 pode estar envolvida na regulacdo da resposta
imunoldgica. Porém, alteracdes genéticas como o polimorfismo rs183278 no gene da IL-18
podem influenciar a producéo e a atividade dessa citocina que, por sua vez, pode influenciar o
processo inflamatério. No entanto, a inflamacdo é acompanhada por alteracdes no perfil
lipidico. Em resposta a processos inflamatérios, o figado pode aumentar a producdo de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e triglicerideos, e reduzir os niveis de lipoproteina de
alta densidade (HDL), alteracGes importantes que predizem a gravidade da Covid-19. Portanto,
existe uma interacdo complexa entre inflamacéo e perfil lipidico (Caterino et al., 2021; Masana
etal., 2021).

1.6.1 Influéncia da Covid-19 no metabolismo lipidico

A Covid-19 tem sido associada a uma série de efeitos no corpo humano, incluindo
alteracdes no metabolismo lipidico. Os lipidios desempenham diferentes papéis metabdlicos
importantes para as células, servindo como componente estrutural, energético e de sinalizacéo,
sobretudo, desempenham um papel fundamental na sobrevivéncia e no funcionamento dos
microorganismos. As infeccdes causadas por virus pode ter varios efeitos no perfil lipidico e
no metabolismo das células hospedeiras em favor da sua replicacdo. Na Covid-19, além de
induzir a tempestade de citocinas e levar o individuo a um estado pré-trombotico, pesquisas
sugerem que 0 SARS-CoV-2 também pode interferir no metabolismo lipidico do hospedeiro,
resultando em dislipidemia. A dislipidemia é uma condicao caracterizada por niveis anormais
de lipidios no sangue, incluindo colesterol e triglicerideos, pardmetros que podem desempenhar

um papel importante na patogénese e evolugédo da aterosclerose (Rezaei et al., 2022; Yi Li et
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al., 2021).

A relagéo entre a dislipidemia e o risco de infecgdo por Covid-19 e a gravidade da
doenca ainda ndo esta bem esclarecida cientificamente. No entanto, sabe-se que varios fatores
de risco relacionados com a dislipidemia, como doencas cardiovasculares e obesidade, sdo
condi¢des que podem levar o individo a formas mais graves da COVID-19. Além disso, a
inflamagdo cronica associada a dislipidemia pode desempenhar um papel na resposta
imunoldgica do corpo a infecgdes, sobretudo, a infeccdes causadas pelo SARS-CoV-2 (Liu et
al., 2021; Aparisi et al., 2022).

Em resposta a infeccdo pelo SARS-CoV-2, o corpo libera citocinas que podem
causar um desequilibrio nos parametros lipidicos do sangue, como aumento dos triglicerideos
e diminuicdo do colesterol. Essas alteracbes podem ser uma resposta natural do corpo a
inflamag@o. Embora 0s mecanismos subjacentes nao estejam totalmente compreendidos, varios
estudos tem relatados associac¢des entre a Covid-19 e os biomarcadores do perfil lipidico. Niveis
séricos reduzidos do colesterol total, HDL-c e ApoAl, assim como, valores elevados de LDL-
c e dos triglicerideos estdo entre as principais alteracbes do metabolismo lipidico na Covid-19
(Rezaei et al., 2022; Parra et al., 2023; Surma; Banach; Lewek, 2021).

Um estudo avaliou varios parametros do metabolismo lipidico, hepético e
inflamatdrio de pacientes com Covid-19. No entanto, foi observado uma diminuig&o dos niveis
séricos do HDL-c em pacientes criticos e uma reducdo nos niveis de CT e LDL-c em pacientes
com sintomas leves, graves e criticos. No mesmo estudo, também foram observados valores
aumentados de alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e de
interleucina-6. Esses resultados demonstram que a diminuicdo do perfil lipidico possa estar
relacionado a ocorréncia de danos hepaticos e ao processo inflamatorio decorrente da infeccdo
causada pelo SARS-CoV-2 (Wei et al., 2020; Kocar et al., 2021).

Por fim, reforgca-se que a infeccdo causada pelo SARS-CoV-2 pode desencadear
uma resposta inflamatdria sistémica, com elevacao de citocinas pré-inflamatérias que, por sua
vez, podem aumentar e levar a alteracdes no metabolismo lipidico. Aliado a isso, os lipidios
retroalimentam essa resposta, uma vez que desenpenham um papel importante na modulagéo

da inflamagéo.
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2. JUSTIFICATIVA

A pandemia da Covid-19, causada pelo SARS-CoV-2, tornou-se um dos desafios
de saude globais mais importantes da historia recente. Dados epidemioldgicos relatam que mais
de 7 milhGes de pessoas morreram em todo 0 mundo por Covid-19, com o Brasil acumulando
pouco mais de 700 mil mortes (OMS, 2024). Esta doenca destaca a necessidade de entender os
fatores que influenciam a gravidade e os desfechos clinicos da infeccdo. Entre os diversos
fatores estudados, 0 metabolismo lipidico e o polimorfismo genético de citocinas desempenham

um papel significativo na modulagao da resposta do hospedeiro ao virus.

Alteracdes no perfil lipidico, como aumento do colesterol total, LDL-c,
triglicerideos e diminuicdo dos niveis de HDL-c, estdo associadas a inflamacéo cronica e ao
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, fatores que pioram a resposta imunoldgica ao
SARS-CoV-2. Estudos sugerem que a dislipidemia pode desempenhar um papel na gravidade
da Covid-19, possivelmente aumentando a resposta inflamatoria e prejudicando a funcéo

imunoldgica, e aumentando a liberacéo de citocinas pré-inflamatorias.

A 1L-18 é uma citocina pré-inflamatdria que desempenha papel importante na
ativacdo de células imunes e na producdo de interferon gama (IFN-y), fundamental para a
resposta antiviral. Um polimorfismo no gene da IL-18 pode alterar a expressao e a atividade
desta citocina e afetar a suscetibilidade e a resposta inflamatdria do hospedeiro ao SARS-CoV-
2. Estudos preliminares sugerem que certos polimorfismos da IL-18 estdo associados a uma
resposta inflamatoria desregulada que pode piorar os resultados clinicos em pacientes com
Covid-19.

Investigar a relacdo entre 0 metabolismo lipidico e o polimorfismo no gene da IL-
18 é importante para compreender como esses fatores combinados afetam a resposta imune ao
SARS-CoV-2. AlteracGes no metabolismo lipidico pode afetar a expressdo e a atividade de
citocinas inflamatorias, incluindo a I1L-18, aumentando a inflamagdo e contribuindo para a

tempestade de citocinas, que pode levar o paciente ao estado mais grave da covid-19.

Este estudo tem como objetivo explorar a relacdo entre polimorfismos da IL-18 e
parametros do metabolismo lipidico em pacientes com Covid-19. Portanto, a identificacdo de

biomarcadores lipidicos e genéticos associados a resultados clinicos adversos pode ajudar a
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desenvolver estratégias terapéuticas e preventivas, e melhorar o manejo clinico desta doenca.

Compreender a interacdo entre o metabolismo lipidico e o polimorfismo genético
da IL-18 no contexto da Covid-19 pode fornecer informacdes valiosas sobre 0os mecanismos
patogénicos subjacentes a variabilidade na resposta ao SARS-CoV-2. Este conhecimento pode
ajudar a identificar novas abordagens terapéuticas e personalizar tratamentos com base no perfil
lipidico e na genética do paciente, ajudando assim a reduzir a morbidade e mortalidade
associadas a Covid-19.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a associacdo entre o polimorfismo rs187238 no gene da IL-18 e os
parametros do metabolismo lipidico em pacientes com Covid-19 atendidos em Unidade

Sentinela de Fortaleza.

3.2 Objetivos especificos

e Analisar os parametros antropométricos dos pacientes do estudo;
e Avaliar a influéncia da Covid-19 nos parametros laboratoriais do perfil lipidico;
e Correlacionar os niveis séricos de IL-18 com os parametros do metabolismo lipidico;

e Associar o polimorfismo rs187238 aos parametros do metabolismo lipidico.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo analitico, observacional e transversal que avaliou a
frequéncia e a associa¢do do polimorfismo rs187238 do gene da IL-18, com alteragdes no
metabolismo lipoproteico na Covid-19. Adicionalmente, buscou-se avaliar o impacto do
referido polimorfismo nos niveis séricos da IL-18, em indicadores antropométricos,
bioguimicos e do metabolismo lipoproteico de pacientes com sindromes gripais assistidos pela
Unidade de Atencdo Primaria a Satde Dr. Anastacio Magalhdes (UAPS). Essa unidade foi umas
das instituicdes designadas pela Secretaria Municipal de Saude de Fortaleza (SMS) a atender
pacientes com suspeita de Covid-19, de forma que as coletas de dados dos pacientes ocorreram
entre fevereiro de 2021 a agosto de 2021, periodo que antecedeu a disponibilizacdo das vacinas.
Um estudo caso-controle foi realizado no mesmo periodo para comparar a frequéncia do
polimorfismo rs187238 no gene da IL-18, entre o grupo de pacientes com Covid-19 e o grupo
controle composto por individuos com sindrome gripal ndao infectados pelo coronavirus (SARS-

CoV-2), respectivamente.

4.2 Populacao estudada

Foram incluidos no estudo um total de 250 individuos adultos de ambos 0s sexos,
entre 18 e 60 anos, com suspeita de Covid-19. Os pacientes selecionados foram divididos em
dois grupos: o primeiro grupo composto por 90 individuos adultos pareados em sexo e idade
com Covid-19 (grupo caso) e o segundo grupo constituido por 160 individuos sem Covid-19

(grupo controle).

A selecdo se deu ap0Os os pacientes se queixarem de sintomas no atendimento
médico e serem encaminhados para a realizacdo do exame RT-gPCR (Reverse Transcription-
quantitative Polymerase Chain Reaction) para 0 SARS-CoV-2, porém a alocagdo nos grupos
(caso ou controle) s6 foram realizadas apds o resultado deste exame. Assim, 0s pacientes com
um encaminhamento para a realizacdo do exame supracitado, foram abordados de forma a
receber uma breve explicacdo sobre o estudo proposto e todos 0s pacientes que aceitaram

participar do estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
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(Apéndice A). A alocacdo dos pacientes nos grupos (caso-controle) foi realizada apds o
resultado do exame RT-qPCR. Todos os procedimentos de obtencdo e divulgacdo de
informacdes seguiram as normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de Saude, resolugédo
466 de 12 de dezembro de 2012, que incorpora projetos de pesquisa envolvendo seres humanos
(BRASIL, 2012).

Apobs assinatura do TCLE, todos os participantes foram encaminhados ao
laboratdrio para coleta de dados antropomeétricos e realizacdo dos exames laboratoriais (perfil
lipidico, inflamatdrio e genético). A triagem dos participantes da pesquisa se deu a partir do
preenchimento do formulario. Foram excluidos pacientes diagnosticados com comorbidades
prévias (hipertensdo, diabetes, dislipidemias e outras doencas cardiovasculares), reinfecgdo

pelo SARS-CoV e que estivessem em uso de corticosteroides.

4.3 Material biologico

Para identificacéo e caracterizacdo do SARS-CoV-2, foram coletadas secre¢cdes nas
cavidades nasais (nasofaringe), com auxilio do swab de rayon, colocadas em tubo de fundo
conico (FALCON®) com meio de transporte viral (MTV). Depois da coleta as amostras foram
armazenadas sob refrigeracdo entre 2° a 8° C por no maximo 24 horas e apds esse periodo,

foram congeladas a -20° C.

Para tipificacdo do polimorfismo rs187238 no gene da IL-18, determinacdo dos
marcadores bioquimicos, inflamatérios e de risco cardiovascular, foram coletados 4 mL de
sangue total em tubo a vacuo contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA-K2) (BD
Vacutainer ®) e 5 mL em um tubo contendo gel separador (BD Vacutainer ®) para obtencéo do
soro. Depois da coleta, as amostras de sangue total foram aliquotadas em dois microtubos e
armazenadas a -80 °C até a extracdo do DNA genémico dos leucdcitos. J& as amostras de soro,
foram utilizadas primeiramente para determinacdo do perfil lipidico e, posteriormente,
aliguotadas e armazenadas a -80 °C até a realizacdo das dosagens de IL-18 e analise das

Apolipoproteinas (ApoA-1 e ApoB).
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4.4 Obtencao dos dados demograficos, antropométricos e laboratoriais

Os dados demograficos (sexo e idade) foram obtidos através de entrevista, sendo
organizados em um formulario estruturado. Para obtencdo dos dados antropométricos (peso,
altura e indice de massa corporal, IMC) foi utilizada uma balanca de bioimpedancia (modelo
HBF-514C, OMRON company, U.S.A) e registrado na ficha clinica. Os dados laboratoriais
para avaliar o perfil lipidico (colesterol total, HDL-c, ndo HDL-c, LDL-c, VLDL-c e
triglicerideos), marcador inflamatério (dosagem de IL-18), os parametros de riscos
cardiovasculares (ApoB e Apo A-I) e andlises genética do polimorfismo rs187238 no gene de
IL-18, foram realizados no laboratdrio de Analises Clinicas e Toxicoldgicas Professor Dr.
Eurico Litton Pinheiro de Freitas (LACT), vinculado a Faculdade de Farmécia, Odontologia e
Enfermagem (FFOE) da Universidade Federal do Ceara (UFC).

4.4.1 Dados demogréficos e antropométricos

Para avaliacdo dos dados demograficos, foram solicitadas duas variaveis para
analises, sendo uma a idade, onde considerou-se o intervalo entre a data de nascimento e a data
de inclusdo no estudo, ficando os resultados reportados em anos. A outra variavel foi o sexo,

dividido em duas categorias masculino/feminino.

As medidas antropométricas foram realizadas medindo a massa corporal (Kg),
mensurada com os participantes utilizando o minimo de roupas e descal¢os, através da balanca
digital com limite de capacidade de 150,0 Kg e precisdo de 100,0 g. A medida da estatura (m)
foi realizada por meio do estadiébmetro portatil com limite de 2,1 m e precisdo de 1,0 mm,
estando os individuos descal¢os, em posicdo ereta, com o0s pés paralelos, calcanhares,
panturrilha, gliteos, ombros e cabeca encostados no estadidmetro, com a cabeca sob o plano
horizontal de Frankfurt. Esses dados foram inseridos em um medidor de composicao corporea
por bioimpedancia (Modelo HBF 514C, Omron Company, Dalian, U.S.A, Omron) e utilizados
para calcular o indice de massa corporal (IMC), definido como a massa corporal em

quilogramas pela estatura em metros quadrados (Kg/m?) (Malachias et al., 2016).
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4.4.2 Dados laboratoriais

Os pacientes foram submetidos a coleta de amostras de sangue pelo sistema a vacuo
em tubos estéreis. Foram coletados 4 mL de sangue total em tubo a vacuo contendo EDTA-K2
e 5 mL em um tubo contendo gel separador, onde foi submetido a centrifugacdo a 3.500 RPM

(rotagOes por minuto) por 10 minutos, o soro foi armazenado a -80°C ao abrigo da luz.

O resultado dos parametros do perfil lipidico foi analisado apds analises das
concentracdes de Colesterol Total (CT), Colesterol HDL (HDL-c) e triglicerideos (TG) no soro,
dosados no equipamento automatizado BM-200 Vyttra diagnosticos, com o uso de reagentes
enzimaticos (Bioclin®). O contetido de colesterol associado & LDL (LDL-c) foi determinado
por meio da férmula de Friedewald, Levy e Fredrickson (1972), aplicada para os individuos

com TG < 400,0 mg/dL, conforme a férmula 1.

LDL-¢c = CT — [HDL-C + (TG/5)] (1)

O perfil lipidico dos pacientes foi avaliado de acordo com os valores de referéncia
propostos pela Atualizacdo da Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevengdo da
Aterosclerose — 2017 (Faludi et al., 2017).

Os niveis séricos das Apolipoproteina A-1 (ApoA-I) e B (ApoB) foram
determinados por imunoturbidimetria (RANDOX, Reino Unido) em equipamento
automatizado BM-200, Vyttra diagnosticos®. A classificacio do risco para doencas
cardiovasculares foi realizada com base na relacdo ApoB/ApoA-I, de acordo com os valores

propostos por Walldius e Jungner (2004).

A andlise da interleucina 18 (IL-18) sérica foi realizada a partir ensaio de
imunoenzimético (ELISA) de acordo com as instru¢bes do fabricante (Invitrogen, Ref. No.
BMS267-2MST Viena, Austria). Foram selecionados aleatoriamente 10% das amostras afim

de buscar a reprodutibilidade das dosagens da I1L-18.
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4.5 Analises génica do polimorfismo rs187238 da IL-18

4.5.1 Extracdo do DNA

A extracdo do DNA foi executada com uso do Kit PureLink ™ “Genomic DNA
Mini Kit”, da Invitrogen/Thermo Fish Scientific (cat no. K1820 01, Carlsbad, CA, EUA). O
processo de extracdo do material genético seguiu quatro etapas: a preparacdo do lisado
(extracdo), ligagdo, lavagem e eluigdo. Todos os processos foram realizados seguindo
rigorosamente o protocolo proposto pelo fabricante.

As amostras de DNA foram extraidas de leucdcitos da amostra de sangue total e
sua concentracdo e pureza obtidos através da medida da densidade Optica por meio de um
espectrofotdbmetro de microvolumes do tipo Nanodrop. Para verificar a qualidade do DNA
extraido, a relacdo entre a quantidade de DNA (absorcdo a 260 nm) e proteinas (absor¢do a 280
nm) foi aferida. Amostras com valores da relacdo de absorbéancia 260/280 nm >1,8 foram
consideradas aceitaveis para posterior genotipagem do polimorfismo abordado nesse estudo
(Wilfinger, 1997; Thermo scientific, 2012).

4.5.2 Genotipagem do polimorfismo rs187238 no gene da IL-18

A genotipagem do polimorfismo rs187238 do gene da IL-18 foi realizada pela
técnica de RT-gPCR em tempo real, fazendo uso de sondas comerciais (TagMan SNP
genotyping, Applied Byosistems) e termociclador (CFX 96 TM Real Time System, BIORAD).
Esse kit continha 2 iniciadores ndo marcados e duas sondas, sendo uma para cada alelo,

marcadas com os fluoréforos VIC™ (Verde) e FAM™ (Azul) (Figura 10).

O principio da reacédo de polimerizacdo em cadeia em tempo real (PCR-qRT) ocorre
quando uma sonda de fita simples com dois fluorocromos € adicionada a reacdo de PCR. O
fluorocromos VIC ou FAM precisam permanecerem proximos do quencher (Q) para atenuar
sua fluorescéncia. A enzima Tag-DNA polimerase (AmpliTaq Gold® DNA Polymerase) separa
os dois fluorocromos a medida que cliva a sonda para sintetizar uma nova fita de DNA, devido

a atividade exonuclease. O fluorocromo VIC ou FAM recém-liberado da sonda emitem entio
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um sinal de fluorescéncia no comprimento de onda caracteristico, demostrando assim a

presenca ou nao dos alelos e possibilitando a genotipagem do polimorfismo.

Figura 10 — Sequéncia génica do polimorfismo rs187238 da IL-18.

Sequéncia génica de contexto do rs187238

5"... TGTAATATCACTATTTTCATGAAAT [C/G] TTTTCTTCCGTAAAAGTTGGGGCTC...3’

Selvagem .—1 \—. Polimorfico
Com ® o i

| 3..GTACTTTA[GJAAAAGAAG..5" | [ 3. GTACTTTA[C] AAAAGAAG..5” |

Sonda VIC Sonda FAM

Fluoréforos: FAM (h,y, =499nm; Apiq0 = 519nm): 6-carboxifluoresceina;

VIC (Apps = 5340M; Ao = 552nm): 2'-cloro-7’-fenil-1,4-dicloro-6-carboxi-fluoresceina.

Fonte: Proprio autor. Sequéncia génica do polimorfismo rs187238 no gene da IL-18. A sonda que localiza o alelo
G est&d marcada com o Fluoréforo VIC (cor verde) e a sonda que localiza o alelo C estd marcada com o fluor6foro
FAM (cor azul).

Para cada reacdo, foram utilizadas 5,0 uL. de TagMan Universal PCR Master Mix,
2,5 puL de agua ultrapura, 0,5 pL da sonda TagMan e 2,0 uL de DNA da amostra (com
concentragdo de aproximadamente 20 ng/uL). Amostras foram repetidas (5%), com 100% de
concordancia. Amostras previamente tipificadas para os 3 gen6tipos do polimorfismo rs187238
no gene de IL 18 (GG, GC e CC) foram utilizadas como controle interno para cada rodada de

reaces de genotipagem.

O protocolo usado no termociclador para genotipagem foi: 1) 50° C por 2 minutos;
2) 95°C por 10 minutos; 3) 95°C por 15 segundos e 4) 62°C por 1 minuto (passos 3 e 4 foram
repetidos por 50 vezes). As Figuras 11, 12 e 13 mostram a tipificacdo dos genotipos GG, GC e
CC de acordo com a amplificagéo ou ndo das sondas especificamente marcadas para identificar

o0 alelo C ou G do polimorfismo rs187238 no gene de 1L-18.
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Figura 11 — Determinacéo do gen6tipo CC do polimorfismo rs187238 marcada com o fluoréforo FAM.
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Fonte: Prdprio autor. Discriminagdo alélica por meio da utilizacdo do sistema TagMan ® e amplificacéo pelo
método de PCR em tempo real de fragmento correspondente ao genétipo CC do polimorfismo rs187238 no gene
da IL-18. Apenas a sonda marcada com o fluor6foro FAM (azul) especifica para o alelo C amplificou. RFU
Unidade de Fluorescéncia.

Figura 12 — Determinacédo do genétipo GG do polimorfismo rs187238 marcada com o fluoréforo VIC.
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Fonte: Proprio autor. Discriminacdo alélica por meio da utilizacdo do sistema TagMan ® e amplificacdo pelo
método de PCR em tempo real de fragmento correspondente ao genétipo GG do polimorfismo rs187238 no gene
da IL-18. Apenas a sonda marcada com o fluoréforo VIC (verde) especifica para o alelo G amplificou. RFU
Unidade de Fluorescéncia.

Figura 13 — Determinacao heterozigose do genotipo GC do polimorfismo rs187238 marcada com o fluoréforo
VIC e FAM.
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Fonte: Proprio autor. Discriminagdo alélica por meio da utilizacdo do sistema TagMan ® e amplificacdo pelo
método de PCR em tempo real de fragmento correspondente ao genétipo GC do polimorfismo rs187238 no gene
da IL-18. Apenas as sondas marcadas com os fluor6foros VIC (verde) e FAM (azul) especifica para os alelos G e
C respectivamente amplificaram. RFU Unidade de Fluorescéncia.
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4.6 Analise estatistica e genética

Os dados foram analisados pelos softwares IBM SPSS Statistics 22.0 (IBM, EUA)
e GraphPad Prism 6. A distribuicdo de frequéncia das variaveis categoricas foi verificada pelo
teste qui-quadrado, enquanto as variaveis numéricas foram analisadas segundo a normalidade
verificada pelo Teste Shapiro-Wilk. As variaveis paramétricas foram analisadas pelo teste T de
Student ou analise de variancia (ANOVA) com pos-teste de Tukey, enquanto as variaveis ndo
paramétricas foram analisadas por Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis. Todas as variaveis
numéricas foram expressas como média + desvio padrdo. A correlacdo de Pearson foi utilizada
para avaliar a associagdo entre variaveis numéricas continuas. Para todos os casos, a

significancia estatistica foi adotada quando p < 0,05.

O equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) para os alelos C (selvagem) e G (polimérfico)
do SNP rs187238 foram verificadas pelo programa HW_TEST v1.1, aplicando o teste qui-
quadrado (X?) de Pearson (SANTOS et al., 2020). O EHW ¢é usado para estimar o nimero de
portadores de variantes homozigotos e heterozigotos com base em sua frequéncia de alelos em
populacdes que ndo estdo evoluindo. Baseado no equilibrio de HW, as frequéncias alélicas e
genotipicas foram calculadas tomando como base as formulas 2 e 3, onde “p” seria a frequéncia

do alelo selvagem e “q” seria a frequéncia do alelo polimérfico.

f(alélica)=p+q=1 (2
f(genotipica) = p? + 2pq + g* =1 (3)

4.7 Consideragdes éticas

O estudo foi submetido a base nacional e unificada de registros de pesquisas
envolvendo seres humanos (Plataforma Brasil) e aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa
da Universidade Federal do Ceard&/PROPESQ UFC Protocolo n® 40615320.90000.5054 (Anexo
A). O projeto também teve anuéncia da Coordenadoria de Educacdo em Saude, Ensino,
Pesquisa e Programas Especiais (Anexo B), 6rgdo vinculado a Secretaria Municipal de Salde
de Fortaleza e responsavel pela autorizacdo desse estudo na UAPS Dr. Anastacio Magalhées.

Todos os pacientes da pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
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(TCLE) (Anexo C), estando em conformidade com a resolucéo 466/12 do Conselho Nacional

de Saude (CNS), que regulamenta a pesquisa envolvendo seres humanos.
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O presente trabalho avaliou 90 pacientes com Covid-19 e 160 pacientes sem Covid-

19, equiparados quanto ao sexo e idade. Entre os pacientes com Covid-19 houve uma

predominancia do sexo feminino (n = 63; 70,00%), com idade média de 40,29 + 14,51 anos e

indice de massa corpdrea (IMC) médio de 27,89 + 5,81 kg/m?, apresentando distribuicao similar

entre os grupos. Além disso, quando comparados segundo os parametros laboratoriais, foi
evidenciada diferenca no CT = 183 mg/dL (151 — 217; p = 0,030) e na fracdo HDL-c = 47,50

mg/dL (38 — 59; p = 0,040) entre os grupos, no qual os pacientes com Covid-19 apresentaram

reducdo desses parametros, conforme demostrado na tabela 1.

Tabela 1 — Comparacdo de sexo, idade, IMC e os pardmetros laboratoriais entre 0s grupos de pacientes sem Covid-

19 e com Covid-19.

Pacientes sem

Pacientes com

Covid-19 Covid-19
N = 160 (%) N =90 (%)
Y
X + DP X+ DP
Mediana (25 - Mediana (25 -
75%) 75%)
Sexo Feminino 96 (60,00%) 63 (70,00%)
0,133
Masculino 64 (40,00%) 27 (30,00%)
Idade (anos) 38,58 + 15,44 40,29 £ 14,51 0,390 °
Baixo peso 3 (1,87%) 3 (3,33%)
Peso normal 49 (30,62%) 27 (30,00%)
0,870 2
Sobrepeso 63 (39,38%) 37 (41,11%)
Obesidade 45 (28,13%) 23 (25,56%)

IMC(kg/m?)

38,58 + 15,44

40,29 +£ 14,51 0,390°
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Parametros  CT (mg/dL) 194 (160,5—237,5) 183 (1561—217) 0,030°¢
HDL-c (mg/dL) 51 (44 — 60) 47,50 (38-59)  0,040°¢
LDL-c (mg/dL) 116 (85 — 154) 107 (77-129) 0,054 °¢
N&o-HDL-c 141 (114 - 182) 134 (97 — 165)
(mg/dL) 0.066°
TG (mg/dL) 124 (805—-200)  123(78-200)  0,551°
IL-18 (pg/mL) 395 (316-496) 395 (316 —496)  0.684 ¢
Apo A-I (mg/dL) 153(132-182)  145(122-171) 0.177°¢
Apo B (mg/dL) 83,02 + 20,77 79,41+2230  0,201°
Apo B/Apo A-l 0,54 (0,43-0,64) 0,53 (0,42—0,69) 0,979°¢

2Teste de qui-quadrado (X?); P Teste t ndo pareado; ¢ Teste U de Mann-Whitne; DP — Desvio Padrdo; IMC — Indice
de Massa Corporal; CT — Colesterol Total; HDL-c — Colesterol de lipoproteina de alta densidade; LDL-c —
colesterol de lipoproteina de baixa densidade; Ndo HDL-c — colesterol ndo lipoproteina de alta densidade; TG —
Triglicerideos; IL-18 — Interleucina 18; Apo Al — Apolipoproteina Al; Apo B — Apolipoproteina B.

Apos verificar diferenca nos parametros CT e HDL-c entre 0s grupos, buscou-se
verificar a distribuicdo dos individuos de acordo com o0s niveis séricos dos pardmetros
tradicionais do metabolismo lipidico quanto aos valores de referéncias (Faludi et al., 2017).
Verificou-se que a Covid-19 esteve associada com uma maior frequéncia de individuos com o
parametro HDL-c abaixo do valor de referéncia (34,44%; p = 0,002), enquanto os parametros
LDL-c (76,67%; p = 0,008) e ndo-HDL-c (72,22%; p = 0,029) apresentaram alta frequéncia

dentro dos valores de referéncia, conforme demonstrado na Tabela 2.
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Tabela 2 — Distribuicdo dos pacientes segundo os valores de referéncia dos parametros tradicionais do
metabolismo lipidico.

Pacientes sem

Pacientes com

Parametros VR Covid-19 Covid-19 p
N = 160 (%) N = 90 (%)
< 190 mg/dL 73 (45,63%) 50 (55,56%)
CT 0,148
> 190 mg/dL 87 (54,37%) 40 (44,44%)
> 40 mg/dL 133 (83,13%) 59 (65,56%)
HDL-c 0,002
< 40 mg/dL 27 (16,17%) 31 (34,44%)
< 130 mg/dL 95 (59,38%) 69 (76,67%)
LDL-c 0,008
> 130 mg/dL 65 (40,629%) 21 (23,33%)
< 160 mg/dL 92 (57,50%) 65 (72,22%)
Nao HDL-c 0,029
> 160 mg/dL 68 (42,50%) 25 (27,78%)
< 175 mg/dL 109 (68,13%) 64 (71,11%)
TG 0,670
> 175 mg/dL 51 (31,87%) 26 (28,89%)

Dados: Teste qui-quadrado (X?); VR — Valores de Referéncia; CT — Colesterol Total; HDL-c — Colesterol de
lipoproteina de alta densidade; LDL-c — colesterol de lipoproteina de baixa densidade; Nao HDL-c — colesterol
ndo lipoproteina de alta densidade; TG — Triglicerideos.

Apesar de ndo ter verificado diferenca nos niveis da IL-18 entre 0s grupos, buscou-

se verificar se os parametros do metabolismo lipidico correlacionam-se com essa citocina. Foi

verificado que os niveis de IL-18 se correlacionaram negativamente com HDL-c (r = -0,317; p

= 0,003) e positivamente com a relagdo Apo B/Apo A-I (r = 0,217; p = 0,041) nos pacientes

com Covid-19, indicando assim, que a citocina estd quantitativamente associada a um perfil

lipidico mais aterogénico, conforme Tabela 3.
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Tabela 3 — Correlagdo entre a IL-18 e os pardmetros do metabolismo lipidico.

ParAmetros Pacientes sem Covid-19 Pacientes com Covid-19
r p r p
CT 0,039 0,624 -0,139 0,190
HDL-c -0,103 0,195 -0,317 0,003
LDL-c 0,044 0,579 -0,098 0,360
Nao HDL-c 0,067 0,402 -0,057 0,591
TG 0,075 0,348 0,090 0,397
Apo A-l 0,078 0,326 -0,166 0,118
Apo B 0,134 0,092 0,102 0,341
Apo B/Apo A-I 0,053 0,507 0,217 0,041

Dados: Correlacdo de Pearson; CT — Colesterol Total; HDL-c — Colesterol de lipoproteina de alta densidade; LDL-
¢ — colesterol de lipoproteina de baixa densidade; Nao HDL-c — colesterol ndo lipoproteina de alta densidade; TG
— Triglicerideos; IL-18 — Interleucina 18; Apo Al — Apolipoproteina A-1; Apo B — Apolipoproteina B.

Observando a correlacdo entre a IL-18 e 0 HDL-c (r = -0,3169; p = 0,0028) (gréafico
A na figura 14) nos pacientes com Covid-19, buscou-se verificar se os niveis de HDL-c diferem
segundo os tercis de 1L-18 (grafico B da figura 14). Foi verificado diferenca entre o tercil baixo

e o tercil alto (p = 0,0194).

Figura 14 — Associacdo entre a IL-18 e HDL-c em pacientes com Covid-19.

A Y =-3.481%X +592.5 B
50 = ]
1000- = 03169 150 p=0.0194
= #
. .+ p=0002 ~ |
i 2
;j 750 . . % 100‘ T -1
5 S
& 500+ 7
© 2 50+ | | |
2 s g — T =
0 T T T
0 ‘ - ‘ ! Tercil Baixo Tercil Médio Tercil Alto
0 25 50 75 100 (141.03-31817)  (344.09-471) (471 - 870.60)
HDL-c (mg/dL) IL-18 (pg/mL)

Gréfico A — Correlacdo de Pearson; Gréfico B — Teste de Kruskal-Wallis; HDL-c — Colesterol de lipoproteina de
alta densidade; 1L-18 — Interleucina 18.
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Ao analisar as distribuicGes genotipicas do SNP rs187238 do gene da IL-18,
identificou-se frequéncia semelhantes entre os grupos. Entre os pacientes com Covid-19, havia
34 (37,78%) individuos com gendtipo CC, 44 (48,89%) com gendtipo CG e 12 (13,33%) com
genotipo GG. Enquanto entre os pacientes sem Covid-19, havia 67 (41,87%) com genétipo CC,
73 (45,63%) com gendtipo CG e 20 (12,50%) com genotipo GG, conforme tabela 4. Tendo as
distribuicGes genotipicas de ambos os grupos, foi verificado se as frequéncias atendiam ao
Equilibrio de Hardy-Weinberg para uma populacdo mendeliana. Foi observado que em ambos
0s grupos, as frequéncias genotipicas seguiam um Equilibrio de Hardy-Weinberg, visto que ndo
foi observado diferenca entre as distribuicdes genotipicas observadas (representadas por pontos
pretos) e as distribuices esperadas (representadas por pontos vermelhos), conforme a figura
15.

Figura 15 — Graficos ternérios do equilibrio de Hardy-Weinberg para SNP rs187238 em pacientes sem Covid-19
(gréfico A) e com Covid-19 (gréfico B).

Pacientes sem COVID-19 Pacientes com COVID-19

1.0+

rs1 87238
1 p=0.987

1 rs187238
| p=0,705

0.0- 0.0 -

.......................................

Equilibrio de Hardy-Weinberg; Gréafico A — pacientes sem COVID-19; Grafico B — pacientes com COVID-19;
Distribuicdo da genotipagem esperada (pontos vermelhos) e observada (pontos pretos).
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Tabela 4 — Frequéncias alélicas e genotipicas do SNP rs187238 calculadas pela formula de equilibrio de Hardy-
Weinberg.

Pacientes sem Covid-19 Pacientes com Covid-19
p
N = 160 (%) N =90 (%)
64,69% 62,22%
Alelos
35,31% 37,78%
CcC 67 (41,87%) 34 (37,78%)
Gendtipos CG 73 (45,63%) 44 (48,89%) 0,818
GG 20 (12,50%) 12 (13,33%)

Teste qui-quadrado (X?).

Foi realizada a comparacdo dos parametros laboratoriais de ambos os grupos
segundo os gendtipos do polimorfismo rs187238, no qual ndo foi observado diferenga conforme

a tabela 5.

Ao verificar que ndo houve diferenca nos parametros laboratoriais entre 0s genotipos
dentro de cada grupo, foi verificado se esses parametros diferem para 0 mesmo genotipo quando
comparados entre 0s grupos. Foi observado que pacientes com gendtipos CC estariam
associados a uma reducgéo de HDL-c 44,5 (36,0 — 55,5; p = 0,029) e ApoA-I 162,5 (139,2 —

187,7; p = 0,047) quando acometidos com Covid-19, conforme tabela 6.

Além de comparar os parametros laboratoriais de cada genotipo entre 0s grupos,
buscou-se também investigar associagdo desses parametros segundo a dominancia e
recessividade do alelo polimoérfico G dentro de cada grupo. Entretanto, ao analisar os dados
verificou-se que o alelo G e o alelo C no SNP rs187238 ndo demonstrou associagdo com 0S
parametros, conforme demonstrado na tabela 7 e 8.



Tabela 5 — Comparacéao entre os parametros laboratoriais de ambos 0s grupos Covid-19 de acordo com os gen6tipos do polimorfismo rs187238 da IL-18.
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Covid-19 Negativo

Covid-19 Positivo

Parametros p p
cC cG GG cC CG GG
o 2040 (1610 1900(1605- 1715(1465- __ . 1855(1525- 1780(1425- 1925(1638- ,_ .
239,0) 236,0) 237,8) ! 222,0) 208,0) 226,0) !
540 (440—  520(405— 495 (44,0 . 445(360-  485(400-  43,0(37,5- .
HDL-c 60,0) 60,0) 53,8) 0480 55,5) 60,5) 52,5) 0,560
122,0(842—  110,0(859—  106,1(79,2— . 1062(820-  101,8(740-  117,3 (69,0 - .
LDL-c 154,0) 155,0) 152,4) 0.864 129.5) 127,3) 155.2) 0.759
) 150,0 (114,0—  141,0 (1140— 1255 (99,8 . 1365(10L5-  132,0(938— 1405 (97,3 .
Nao-HDL-c 178,0) 182,0) 191,8) 0.810 177,0) 156,3) 181,5) 0.609
117,0(900— 1250 (735—  140,0 (95,8 — . 1420(780-  1085(723— 1480 (910 .
TG 206,0) 205,5) 184,0) 0542 228,0) 152,3) 208,3) 0.270
18 4202 (3187~ 3949(2933- 3049 (3441- .. 3949(2977- 4202(3034- 3695(3187- ..
521,8) 456,4) 490,0) ! 496,4) 540,8) 483,7) !
162,3(139,2— 1480 (1269—  150,8 (131,9— . 142,4(1086— 1510 (1247  128,9 (124,4 - .
Apo Al 187,7) 170,8) 175,0) 0.051 179,8) 171,2) 184,2) 0.615
Apo B 84,1+ 19,1 81,3 + 21,9 857+222 0605° 80,6+ 222 76,9+ 22,8 851+212 0,498
Apo B/Apo 054041~  054(044-  0BL(OAT- ... 056(043-  049(04L-  056(0M- .
Al 0,62) 0,66) 0,65) ! 0,73) 0,62) 0,81) ’

aTeste de Kruskal-Wallis e > ANOVA com p6s-teste de Tukey. CT — Colesterol Total; HDL-c — Colesterol de lipoproteina de alta densidade; LDL-c — colesterol de lipoproteina
de baixa densidade; Nao HDL-c — colesterol ndo lipoproteina de alta densidade; TG — Triglicerideos; IL-18 — Interleucina 18; Apo Al — Apolipoproteina Al; Apo B —

Apolipoproteina B.



Tabela 6 — Comparacao dos pardmetros laboratoriais de cada gendtipo entre 0s grupos.
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Parametros

Grupos

CT

HDL-c

LDL-c

Nao-HDL-c

TG

IL-18

Apo A-I

Covid-19 Negativo
Covid-19 Positivo
Covid-19 Negativo
Covid-19 Positivo
Covid-19 Negativo
Covid-19 Positivo
Covid-19 Negativo
Covid-19 Positivo
Covid-19 Negativo
Covid-19 Positivo
Covid-19 Negativo
Covid-19 Positivo

Covid-19 Negativo

Genotipos
CC p CG p GG p

204,0 (161,0 — 239,0) 190,0 (160,5 — 236,0) 171,5 (146,5 — 237,8)

0,129% 0,056% 0,885%
185,5 (152,5 — 222,0) 178,0 (142,5 — 208,0) 192,5 (163,8 — 226,0)

54,0 (44,0 - 60,0) 52,0 (40,5 -60,0) 49,5 (44,0 - 53,8)
0,029? 0,731° 0,1662
44,5 (36,0 —55,5) 48,5 (40,0 - 60,5) 43,0 (37,5-52,5)

122,0 (84,2 — 154,0) 110,0 (85,9 — 155,0) 106,1 (79,2 — 152,4)

0,1322 0,123% 0,946%
106,2 (82,0 — 129,5) 101,8 (74,0 — 127,3) 117,3 (69,0 — 155,2)
150,0 (114,0 — 178,0) 141,0 (114,0 - 182,0) 125,5 (99,8 — 191,8)

0,288% 0,0912 0,992%
136,5 (101,5-177,0) 132,0 (93,8 — 156,3) 140,5 (97,3 — 181,5)
117,0 (90,0 — 206,0) 125,0 (73,5 - 205,5) 140,0 (95,8 — 184,0)

0,930% 0,448% 0,751%
142,0 (78,0 — 228,0) 108,5 (72,3 - 152,3) 148,0 (91,0 — 208,3)
420,2 (318,7 —521,8) 394,9 (293,3 — 456,4) 394,9 (344,1 - 490,0)

0,845? 0,3662 0,6642
394,9 (297,7 — 496,4) 420,2 (303,4 —540,8) 369,5 (318,7 —483,7)
162,3 (139,2 - 187,7) 0,047 148,0 (126,9-170,8) 0,603* 150,8 (131,9-175,0) 0,358%
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Covid-19 Positivo 1424 (108,6 — 179,8) 151,0 (124,7 — 171,2) 128,9 (124,4 — 184,2)
Covid-19 Negativo 84,1+19,1 81,3+21,9 85,7 +22,2

Apo B 0,407° 0,310° 0,945°
Covid-19 Positivo 80,6 + 22,2 76,9+ 228 85,1+ 21,2
Covid-19 Negativo 0,54 (0,41 - 0,62) 0,54 (0,44 — 0,66) 0,61 (0,47 — 0,65)

Apo B/Apo A-I 0,315% 0,2042 0,5492
Covid-19 Positivo 0,56 (0,43 - 0,73) 0,49 (0,41 - 0,62) 0,56 (0,44 — 0,81)

aTeste U de Mann-Whitney e ° Teste t ndo pareado. CT — Colesterol Total; HDL-c — Colesterol de lipoproteina de alta densidade; LDL-c — colesterol de lipoproteina de baixa
densidade; Ndo HDL-c — colesterol ndo lipoproteina de alta densidade; TG — Triglicerideos; IL-18 — Interleucina 18; Apo Al — Apolipoproteina Al; Apo B — Apolipoproteina
B.



Tabela 7 — Comparacao dos pardmetros laboratoriais segundo a dominancia do alelo polimérfico G no SNP rs187238.
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COVID-19 Negativo

COVID-19 Positivo

Parametros Sem G (CC) Com G (GG/CQG) p Sem G (CC) Com G (GG/CG) p
N =66 N =93 N =34 N =56

CT 203,5 (160,7 — 239,0) 190,0 (160,0 —237,5)  0,652%  185,5(152,5 - 222,0) 183,0 (150,2 — 210,0) 0,555%
HDL-c 51,0 (44,0 — 59,2) 52,0 (43,5-60,0) 0,560 44,5 (36,0 — 55,5) 48,0 (39,0 — 59,0) 0,5112
LDL-c 123,5 (83,6 — 154,1) 110,0 (85,0 — 155,0) 0,7322 106,2 (81,9 — 129,4) 108,0 (73,9 — 128,9) 0,8812
N&o-HDL-c 154,0 (113,5-181,0) 137,0 (114,0-186,0) 0,701*  136,5(101,5-177,0) 132,0 (93,7 — 160,2) 0,5142
TG 116,5 (90,7 — 207,7) 135,0 (76,5 197,5)  0,477°  142,0 (78,0 — 228,0) 116,0 (74,2 -162,2) 0,378
IL-18 407,5 (310,3 — 524,9) 394,8 (317,3 471,00 0,557  394,8 (297,7 — 496,3) 407,5 (316,6 —521,6)  0,877%
Apo A-1 162,5 (137,6 —186,8)  149,6 (131,3—172,4) 0,074*  142,3 (108,5—179,7) 1455 (124,4—1712) 0,405
Apo B 82,6 + 18,6 83,6 +22,1 0,770P 80,5+22,1 78,7+ 22,6 0,706"
Apo B/Apo A-l 0,53 (0,42 — 0,61) 0,56 (0,45 -0,66) 0,124 0,56 (0,42 — 0,72) 0,52 (0,42 — 0,67) 0,347°

aTeste U de Mann-Whitney e ° Teste t ndo pareado. CT — Colesterol Total; HDL-c — Colesterol de lipoproteina de alta densidade; LDL-c — colesterol de lipoproteina de baixa
densidade; Ndo HDL-c — colesterol ndo lipoproteina de alta densidade; TG — Triglicerideos; IL-18 — Interleucina 18; Apo Al — Apolipoproteina Al; Apo B — Apolipoproteina
B.



Tabela 8 — Comparacdo dos pardmetros laboratoriais segundo a recessividade do alelo G no SNP rs187238.
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COVID-19 Negativo

COVID-19 Positivo

Parametros Sem C (GG) Com C (CC/CG) p Sem C (GG) Com C (CC/CG) p
N =20 N =139 N =12 N=78

CT 171,5 (146,0 — 237,7) 201,0 (162,0-239,0) 0,250*  192,5 (163,7 — 226,0) 183,0 (149,5 - 217,7) 0,447%
HDL-c 49,0 (44,0 — 54,7) 52,0 (44,0 -60,0) 0,598 43,0 (37,5 - 52,5) 48,0 (37,7 — 59,0) 0,5412
LDL-c 97,6 (76,8 — 152,3) 119,6 (87,6 — 154,6) 0,384? 117,3 (68,9 — 155,1) 103,6 (76,9 — 127,8) 0,518?
N&o-HDL-c 121,0 (95,7 -191,7) 148,0 (115 - 180,0) 0,1922 140,5 (97,2 -181,5) 134,0 (96,7 — 164,2) 0,606?
TG 119,5 (78,7 — 171,5) 128,0 (81,0 -206,0)  0,477°  148,0 (91,0 — 208,2) 111,0 (76,7 - 200,00  0,307°
IL-18 394,8 (344,0 — 496,3) 394,0 (315,9-496,3 0,753  369,4 (318,7 — 386,3) 394,8 (299,1 - 502,7)  0,605?
Apo A-1 152,1 (132,5—175,0)  153,0 (132,4—181,8) 0,942®°  128,8 (124,4—184,2) 146,1 (119,2—172,5)  0,8032
Apo B 81,1+ 24,7 83,5+20,1 0,691° 81,1+21,2 78,5+224 0,334°
Apo B/Apo A-l 0,51 (0,42 — 0,63) 0,54 (0,43-0,64) 0,620 0,56 (0,44 — 0,80) 0,42 (0,34 — 0,53) 0,3612

aTeste U de Mann-Whitney e ° Teste t ndo pareado. CT — Colesterol Total; HDL-c — Colesterol de lipoproteina de alta densidade; LDL-c — colesterol de lipoproteina de baixa
densidade; Ndo HDL-c — colesterol ndo lipoproteina de alta densidade; TG — Triglicerideos; IL-18 — Interleucina 18; Apo Al — Apolipoproteina Al; Apo B — Apolipoproteina

B.
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Apdbs comparar os parametros do metabolismo lipidico entre os grupos de
acordo com o gendtipo rs187238 da I1L-18 e ter verificado a associa¢do do HDL-c entre
os dois grupos de Covid-19, buscou-se estabelecer uma associacdo dentro de cada grupo
entre HDL-c (> 40 mg/ dL e < 40 mg/dL) e niveis de 1L-18, comparados de acordo com
a presenca do alelo polimorfico G. Ao analisar os dados, constatou-se que pacientes com
niveis mais baixos de HDL -c < 40 mg/dL e portadores de alelos G com Covid-19
apresentaram niveis mais elevados de IL-18 (p = 0,0407) (Figura 16, painel B). O mesmo

ndo aconteceu no grupo de pacientes sem Covid-19 (Figura 16, grafico A).

Figura 16 — Associacdo entre os niveis de HDL-c e SNP rs187238 na concentracéo de IL-18.

A
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=3 HDL - ¢ > 40 mg/dL
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Teste U de Mann-Whitney; Grafico A — pacientes sem Covid-19; Gréfico B — pacientes com Covid-19;
HDL-c — Colesterol de lipoproteina de alta densidade; IL-18 — Interleucina 18.
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6. DISCUSSAO

A Covid-19 é uma doenga viral que provoca uma série de sintomas e
complicacdes que pode variar amplamente de pessoa para pessoa. O sistema imunologico
em resposta ao SARS-CoV-2, libera citocinas e quimiocinas (tempestade de citocinas)
que, em resposta intensa, pode levar a uma inflamacéo generalizada do trato respiratorio
ou disfuncéo sistémica de multiplos 6rgdos. Dentre os sistemas organicos, 0 sistema
cardiovascular é o principal envolvido com o0s eventos adversos que levam as
complicacdes e piores desfechos, visto que é um sistema susceptivel a disfuncdo do
sistema imune durante a progressdo da Covid-19. No Brasil, a mortalidade por doenca
cardiovascular em 2020 teve um aumento de 13,3%; isso nos leva a associar que a Covid-
19 é uma doenca que pode levar o individuo a desenvolver sérios problemas cardiacos,
como lesdo miocardica, arritmia, infarto, insuficiéncia cardiaca, miocardite e pericardite
(Armstrong et al., 2022; Cesena, 2022; Souza et al., 2023). Além disso, fatores
relacionados a idade avancada, imunossupressdao e comorbidades como diabetes,
hipertensdo e obesidade, tem levado muitos pacientes a um estagio mais grave e critico
na Covid-19 (Fauci et al., 2020; Tagarro et al., 2020; Galvéo et al., 2020; Zhang JJ et al.,
2022). Desta forma, compreender os mecanismos fisiopatoldgicos, bem como os fatores
genéticos e ambientais que influenciam no progndstico da Covid-19, tem se mostrado

imprescindivel para entender melhor o curso da doenca.

Este estudo avaliou uma populagdo predominantemente do sexo feminino
com idade média de 40,29 anos, resultados que corroboram com os dados
epidemioldgicos divulgado em maio de 2023 pela Secretaria de Satde do Ceara, no qual
a maioria dos casos confirmados de Covid-19 foi representado pelo sexo feminino
(60,2%) com faixa etaria 30 a 39 anos (22,9%) (Ceard, 2023). Os pacientes com Covid-
19 apresentaram sobrepeso e estiveram associados a niveis sericos mais baixos dos
parametros laboratoriais do metabolismo lipidico, tais como CT e HDL-c, além de uma
alta frequéncia de individuos com o HDL-c fora dos valores de referéncia estabelecidos.
Em relacdo ao biomarcador inflamatério, foi realizado uma comparacéo dos niveis séricos
de IL-18 entre os grupos, porém ndo houve diferenca estatistica, pois pacientes do grupo
sem Covid-19 apresentavam sindrome respiratoria, o que pode ter contribuido para o

aumento dos niveis séricos dessa citocina no grupo. A IL-18 é uma citocina pro-
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inflamatoria produzida pelos macrofagos em resposta as infec¢des virais, niveis elevados
desta citocina estdo associados a uma resposta inflamatoria mais acentuada (Faludi et al.,
2017; Coutinho et al., 2022; Cerato et al., 2023).

Apesar de ndo ter evidenciado diferenca nos niveis séricos da IL-18 entre os
grupos, ao correlaciona-lo com os parametros do metabolismo lipidico, verificou-se uma
correlagdo negativa com o HDL-c e positiva com a relacdo Apo B/ApoA-I em pacientes
com Covid-19, indicando que a IL-18 esta associada a um perfil lipidico mais aterogénico.
Em relacdo ao polimorfismo rs187238 da IL-18, foi verificado que as frequéncias entre
0s grupos atendiam ao Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) para uma populacao
mendeliana. Esse equilibrio permite verificar se a selecdo natural ou outros fatores
evolutivos estdo influenciando uma determinada populagéo. Por meio da equacgdo do
EHW, determinou-se a configuracdo genética (frequéncia de um alelo ou genoétipo) de
uma populacdo que néo esta sofrendo evolucao ao longo do tempo (Oliveira et al., 2021).
Apos verificar que ndo houve diferenca nos parametros laboratoriais entre os genotipos
dentro de cada grupo, quando analisado se esses parametros apresentavam diferenca para
0 mesmo genotipo entre 0s grupos, observou-se que pacientes com genotipos CC estariam

associados a uma reducdo de HDL-c e ApoA-I quando acometidos com Covid-19.

Evidéncias cientificas crescentes confirmam que a resposta imune
desempenha um papel crucial na fisiopatologia da Covid-19, causada pelo SARS-CoV-
2. A infeccdo pelo virus desencadeia uma série de eventos no sistema imunoldgico, e a
resposta pode variar de pessoa para pessoa. Alguns pacientes desenvolvem uma resposta
imunoldgica hiperativa, conhecida como tempestade de citocinas ou sindrome de
liberacdo de citocinas, evento que se refere a uma resposta imunolégica desregulada do
organismo que resulta na liberagdo excessiva de citocinas pro-inflamatorias,
acompanhada por uma resposta fraca de interferon (IFN). As citocinas pré-inflamatorias
sdo proteinas sinalizadoras do sistema imunoldgico, secretadas por células Thl e
monaocitos que desempenham papéis importantes na regulacdo da resposta imune e
quando em excesso, pode levar o individuo a um estado inflamatorio persistente (Hu et

al., 2021). Desta forma, justifica-se o aumento de IL-18 neste grupo de pacientes.

A inflamacdo é parte crucial do sistema de defesa do corpo. Quando ha
producdo excessiva de mediadores quimicos inflamatérios no organismo, isto leva a

producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) como parte da resposta imunoldgica.
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As ERO sdo compostos quimicos oxidantes resultantes da ativacdo ou reducdo do
oxigénio molecular, como superoxido e perdxido de hidrogénio, radicais livres gerados
durante varios processos celulares e desempenham um papel essencial na resposta
imunoldgica a combater infecgdes causadas por diferentes patdgenos, como virus
(Barbosa et al., 2010; Gain et al., 2023).

Em condi¢Bes normais, o corpo consegue controlar a producdo de ERO.
Entretanto, quando ocorre desequilibrio entre a producao de compostos oxidantes e a sua
remocdao através de sistemas que 0s removam ou reparem 0s danos por eles causados em
situacdes de estresse oxidativo durante uma resposta inflamatoria, a produgcdo de ERO
pode aumentar significativamente causando peroxidacdo lipidica, dano ao DNA e
disfuncédo endotelial (Barbosa et al., 2010; Montiel et al., 2022). O endotélio desempenha
um papel crucial na regulacao da coagulacéo, dilatacédo e contracdo dos vasos sanguineos.
Quando ocorre dano endotelial induzido por ERO, uma serie de consequéncias
prejudiciais pode acontecer ao tecido vascular, como aumento da permeabilidade,
predisposicdo a formacdo de coagulos e de placas aterosclerdticas (Barbosa et al., 2010;
Ekholm et al., 2021; Gain et al., 2023).

Na Covid-19, a hiperinflamagéo pode levar a um aumento no estresse
oxidativo, quando ele é persistente pode contribuir para a perpetuacdo da inflamacéo.
Esse ciclo pode influenciar significativamente em diversos processos metabolicos,
sobretudo no metabolismo lipidico, que envolve processos como lipolise, lipogénese e
beta-oxidagdo. E importante ressaltar que os lipidios sdo moléculas que desempenham
varios papéis bioldgicos, desde um bloco de construgdo estrutural até uma molécula
sinalizadora, bem como no armazenamento central de energia. Na Covid-19, essas
moléculas exercem fung¢des importantes na infecgdo viral, podendo atuar como receptores
diretos e indiretos, assim como cofatores de entrada para internalizacdo do SARS-CoV-
2. Durante esse processo, 0 virus compromete a sintese lipidica e a sinalizacdo para
modificar o metabolismo das células hospedeiras e produzir lipidios para seus envelopes.
Entretanto, esse mecanismo tem levado a diversas complicagcdes, como disfuncéo
mitocondrial e estresse oxidativo, induzindo a peroxidacdo lipidica (Abu-Farha et al.,
2020; Montiel et al., 2022; Gain et al., 2023).

A peroxidacdo lipidica € um processo no qual os lipidios s&o danificados por

ERO. Quando ocorre a oxidacdo dos lipidios, sdo formados compostos reativos como 0s
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aldeidos, que comprometem a integridade da membrana celular e alteram a
funcionalidade de particulas envolvidas no metabolismo lipidico (Lima et al., 2004;
Franca et al., 2013; Durrington et al., 2023).

Avaliar o perfil lipidico pode ser determinante para entender a fisiopatologia
de doencas do sistema cardiovascular e essencial para guiar o tratamento e proteger o
sistema contra infec¢Bes virais. Dentre as moléculas de interesse nos estudos estdo
lipidios, lipoproteinas e apolipoproteinas, importantes particulas aterogénicas e
antiaterogénica envolvidas no desenvolvimento e protecdo de doencas cardiovasculares
(Feingold, 2022).

Em uma meta-analise realizada com 22 estudos de base hospitalar nos anos
2020 e 2021, em que os pacientes foram agrupados de acordo com as concentragoes
lipidicas, gravidade da Covid-19 e status de sobrevivéncia, revelou que individuos com
niveis reduzidos de CT, LDL-C, HDL-C e elevados de triglicerideos pertenciam ao grupo
de pacientes com maior gravidade da doenca, ou seja, indicando que o perfil lipidico esta
significativamente associado a gravidade e mortalidade na Covid-19 (Zinellu et al.,
2021). Além disso, risco aumentado de morte também foi inversamente relacionado aos
niveis de apolipoproteina A1 (ApoA-I) de pacientes com Covid-19 (Hilser et al., 2021).
Outros estudos também tém relatado que niveis séricos reduzidos de CT e HDL-C néo
estariam apenas associados a infecgdo de pacientes, mas passariam a ser importantes
preditores de mau progndstico para pacientes com Covid-19 (Fan et al., 2020; Wang et
al., 2020; Ressaire et al., 2020; Begue et al., 2021). Esses resultados corroboram com o0s
dados do presente estudo, pois também foi observado niveis reduzidos de CT e HDL-c

de pacientes com Covid-19.

Embora haja poucas informacdes sobre 0 mecanismo pelos quais as infecgdes
causadas pelo SARS-CoV-2 alteram o perfil lipidico, estudos tém relatado que essas
alteracGes podem resultar de: lesdes hepéticas; liberagdo de citocinas pré-inflamatorias
induzidas pela infecgdo viral, que modulam o metabolismo lipidico, como a oxidacao de
pequenas particulas densas de LDL, tornando-as mais propensas a aumentarem e se
acumularem nas paredes das artérias; e através do aumento da permeabilidade vascular,
onde altos niveis de proteina e colesterol sdo encontrados em fluidos exsudativos
provenientes da inflamacgéo gerada pela Covid-19 (Shor et al., 2007; Tian et al., 2020;

Fan et al., 2020). Os mecanismos que poderiam explicar os niveis séricos reduzidos da
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HDL ainda ndo estdo totalmente esclarecidos, algumas hipéteses subjugam que durante a
infeccdo induzida pelo SARS-CoV-2 essa diminuicdo seja multifatorial, podendo variar
dependendo da gravidade da infec¢do, do momento das medigdes e das variaveis do
hospedeiro (Khovidhunkit et al., 2004; Feingold, 2023).

As particulas de HDL séo frequentemente reconhecidas por seu papel na
remocdo do excesso de colesterol do corpo, conhecido como transporte reverso de
colesterol (TRC). Essa via estabelece o transporte do excesso de colesterol dos
macrdfagos espumosos, das células musculares lisas e dos tecidos periféericos para o
figado para excrecdo na bile ou conversdo em acidos biliares (Chiesa et al., 2019; Ouimet
et al.,, 2019). Além do seu papel antiaterogénico, a HDL apresenta efeitos anti-
inflamatorios, suprimindo a inflamacao das células endoteliais para melhorar sua fungédo
celular e reduz ativacao de monocitos/macrofagos, bem com seu recrutamento para locais
de inflamacéo (Lotfollahi et al., 202; Endo et al., 2023; Trakaki et al., 2021).

Como atividade antioxidante, a funcdo da HDL é remover o hidroperdxido
lipidico (LOOH) e os fosfolipidios oxidados (oxPL) da lipoproteina de baixa densidade
oxidada (oxLDL). Por exemplo, hidrolases associadas ao HDL, como a paraoxonase 1
(PONZ1) ligada a ApoA-1, reduz a peroxidacao lipidica e inibe a oxida¢do do LDL (Brites
et al., 2017; Mackness et al., 1991; Endo et al., 2023). Além capacidade de proteger as
células contra os efeitos dos radicais livres, a HDL também possui funcOes
antitrombdticas, que modulam a atividade plaquetéaria e as cascatas de coagulacéo,
afetando a Proteina C e a Proteina S, componentes importantes de um sistema

anticoagulante plasmatico natural (Van et al., 2014).

Varios mecanismos de altera¢cbes na funcionalidade da HDL predizem
gravidade na Covid-19. A baixa producdo de Apo A-I, LCAT, ABCAL e ABCGL1 levaria
a reducdo no acumulo de ésteres de colesterol na HDL durante o TRC (Feingold, 2023).
Contudo, 0 aumento na lipase das células endoteliais e fosfolipase A2 secretora do grupo
1A (sPLA2-11A), enzima essencial que participa da via inflamatdria, pode levar ao
aumento do catabolismo da HDL (Tan et al., 2017; Reisinger et al., 2021; Feingold,
2023). Outra hipotese sugere que a proteina amildide A sérica (SAA), uma proteina de
fase aguda (PFA), pode modular o metabolismo da HDL, impedindo a fungéo protetora
da molécula contra processos inflamatérios induzidos pelo SARS-CoV-2 (Ernst et al.,
1993; Feingold, 2023).
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Neste estudo ndo foi observado diferenca nos niveis de ApoA-I entre os
grupos. No entanto, pacientes com Covid-19 apresentaram valores mais reduzidos dessa
apolipoproteina. E importante ressaltar que ApoA-1 constitui a principal parte proteica da
HDL regulando o transporte e 0 metabolismo do colesterol, sendo sintetizada e secretada
pelos reticulos endoplasmaticos hepaticos e intestinais como uma pré-proteina (conhecida
pré-apoA-I), no plasma é convertida a ApoA-I pela proteina morfogenética 6ssea 1
(Bhale; Venkataraman, 2022; Mehta; Shapiro, 2022). A ApoA-l apresenta funcéo
importante no TRC, atribuindo a HDL atividade ateroprotetora e, quando reduzida, pode
estar associada ao desfecho de pacientes com sepse e sindrome do desconforto
respiratorio agudo induzida por pneumonia, bem como a pacientes gravemente enfermos
(Zhu Z et al., 2021).

Além da funcdo antiaterogénica da ApoA-I, uma série de outras atividades
beneficas foram  recentemente identificadas. Propriedades antiapoptoticas,
antitrombdticas e anti-inflamatdrias sdo algumas das atividades dessa apolipoproteina que
conferem a HDL, -caracteristicas imunoreguladoras e cardioprotetoras (Bhale;
Venkataraman, 2022). Dada essa estreita relacdo entre a apoA-I e o nimero de particulas
de HDL, avaliar as alteracdes séricas dessa apolipoproteina, pode ser um fator de protecédo
importante para a gravidade na Covid-19, visto que niveis baixos foram associados a
maiores chances de desenvolver DCV apoés infeccdo pelo SARS-CoV-2 (Ulloque-
Badaracco et al., 2021; Hilser et al., 2021).

A relacdo ApoB/ApoA-1 é um forte e importante fator de risco para DCV
(McQueen et al., 2008; Catapano et al., 2017). Estudo realizado com pacientes indianos
com infarto agudo do miocardio (IAM) demonstrou que a relacdo ApoB/ApoA-I
representa um preditor de risco de doenca arterial coronariana (DAC) melhor do que
outras razdes lipidicas convencionais, como a razdo CT/HDL-C e LDL/HDL-C
(Goswami et al., 2008). Recentemente, essa razdo foi avaliada como indicador de
prognostico de gravidade em pacientes com Covid-19, visto que, essa relacao reflete
melhor o equilibrio do metabolismo lipidico entre particulas com fungdes pro-
aterogénicas e antiaterogénicas e o estado inflamatério (Ulloque-Badaracco et al., 2021;
Li et al., 2023; Mehta; Shapiro, 2022; Li et al., 2023).

Neste contexto, alguns estudos vém demonstrando uma correlacdo positiva

entre a relacdo ApoB/ApoA-I com o estado inflamatoério de algumas doengas. Como foi
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observado em um trabalho realizado por Wang et al. (2022), em que realizaram um estudo
prospectivo com 288 pacientes psoriaticos, em que observaram uma correlacéo positiva
entre os niveis séricos da proteina C reativa (PCR) e a relacdo ApoB/ApoA-1. Do mesmo
modo foi observado em um estudo realizado por Ohman et al. (2014), em que niveis
aumentados dessa relagcdo preveem eventos cardiovasculares futuros em pacientes com
artrite reumatoide. Dados que reforcam os resultados encontrados nesta pesquisa, em que
a IL-18, importante mediador inflamatorio, foi correlacionado positivamente com a

relacdo ApoB/ApoA-I em pacientes com Covid-19.

A relacdo entre a IL-18 e o HDL-C pode estar associada a diferentes
condicBes patologicas. Estudos tém correlacionado negativamente os niveis séricos de
IL-18 com os niveis plasmaticos do HDL-C, ou seja, quanto maior os niveis de IL-18,
menor os niveis do HDL-C (Hung et al., 2005; Kozacova et al., 2019; Masana et al.,
2021; Feingold. 2022). Assim foi demonstrado em um estudo prospectivo realizado por
Blankenberg et al. (2002) com 1.229 pacientes com DAC, em que 0s niveis séricos
circulantes de IL-18 dosados durante 4 anos estariam negativamente correlacionados com

os niveis séricos do HDL-C, resultado que corrobora com o observado no presente estudo.

As citocinas sdao mediadores quimicos que estdo diretamente envolvidas nas
respostas aos estimulos antigénicos durante os avangos da patogénese viral, visto que a
infeccdo pode induzir, de forma exacerbada, a expresséo de citocinas pro-inflamatorias,
como a IL-18 (Hawerkamp et al., 2023). Estudos relatam que niveis séricos elevados
dessa interleucina estdo correlacionados com a gravidade de varias doencas virais, como
influenza A, dengue e HIV (Alvarez et al., 2023; Nanda et al., 2021; Poveda et al., 2023).
Um estudo clinico realizado com 25 pacientes (1 a 14 anos) com diagndstico clinico de
dengue, em que foram avaliados os niveis séricos de ferritina e IL-18, demonstrou que
ambos os biomarcadores foram associados & gravidade da doenca, visto que 0s niveis
dessas moléculas aumentavam conforme a evolucao clinica dos pacientes (Valero et al.,
2019).

Neste contexto, percebe-se que a evolucéo clinica nas infecgdes virais pode
ser determinada com base no perfil imunologico de cada paciente. Entretanto,
correlacionar os niveis séricos de IL-18 com o estado mais grave da Covid-19 vem sendo
bastante relatado por alguns estudos durante a pandemia (Volfovitch et al., 2022; Marino

et al., 2023). Essa correlacdo é demonstrada em um estudo transversal realizado com 78
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pacientes infectados pelo SARS-CoV-2, internados em uma unidade de terapia intensivo
do Instituto Dr. Jose Frota (IJF), hospital de referéncia para Covid-19 em Fortaleza-CE,
durante o periodo de 2020 e 2021, no qual foram analisadas 25 citocinas. Diante dos
resultados, pode-se observar que niveis mais elevados de IL-18 estdo associados a um
curso mais grave da doenca, indicando um mau progndstico para pacientes com Covid-
19 (Coutinho et al., 2022).

Desse modo, isso é visto com grande preocupacdo, pois embora ndo tenha
sido encontrada diferenca nos niveis plasmaticos da IL-18 entre os grupos, € importante
ressaltar que os pacientes de ambos 0s grupos se encontravam com sindrome gripal.
Entretanto, alguns estudos tém relatado que a I1L18, assim como na Covid-19, também
pode estar envolvida na resposta imunoldgica de outras infecgfes respiratérias virais,
como Influenza A (HLIN1 e H3N2) e B, Virus Sincicial Respiratorio (VSR), Rinovirus e
Adenovirus, agentes virais que também provocam sindromes gripais e que estavam co-
circulando durante a pandemia da Covid-19 no Estado do Ceard, segundo informacées do
boletim epidemiol6gico da secretaria de saude do Estado do Ceard (SESA-CE) (Puthothu
et al., 2007; Nielsen et al., 2016; Morris et al., 2021; MUDD et al., 2020; KARABA et
al., 2021; Kim et al., 2021; Provine et al., 2022; Ceara, 2024).

A variabilidade interindividual na progressédo clinica da Covid-19 pode ser
explicada pelo comportamento genético do hospedeiro, influenciando qualitativamente e
quantitativamente a producdo de diferentes citocinas (Choudhri et al., 2023). O perfil
imunogenético vem sendo estudado em pacientes com Covid-19, pois as variacdes
geneéticas associadas a resposta inflamatoria mediada por citocinas podem ser
responsaveis por exacerbar a inflamacéo e agravar a patogénese da doenca (Vakil et al.,
2022). Um estudo realizado com 240 pacientes Sauditas hospitalizados com Covid-19
entre 2020 e 2021, avaliou os polimorfismos de nucleotideo unico localizados em genes
promotores da IL-6 (rs1800795, G/C) e IL-8 (rs2227306, C/T), citocinas pro-
inflamatorias, em que o genotipo polimorfico “GG” para IL-6 e “CC” para IL-8 foram
relacionados com a gravidade e mau progndstico da doenca e pacientes portadores do
alelo selvagem “C” da IL-6 e “T” da IL-8 estdo mais protegidos da Covid-19 (Ghazy et
al., 2023).

Diante do exposto, avaliar polimorfismo genético em citocinas proé-

inflamatorias pode contribuir para uma melhor avaliagdo prognostica dos pacientes com
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Covid-19. Portanto, mediante uma doenga com uma multiplicidade de desfechos clinicos,
como a Covid-19, avaliar alteracBes génicas na IL-18 pode auxiliar no prognostico e
manejo desses pacientes, como o desenvolvimento de doengas vasculares (Lian et al.,
2019; Zheng; Chen; Lin, 2021). O presente trabalho avaliou a frequéncia do polimorfismo
rs187238 no gene da IL-18 e o Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi analisado com

0 objetivo de verificar a ocorréncia de segregacao mendeliana.

O equilibrio de Hardy-Weinberg é a base da genética de populacdes e foi
descrito pelo matematico inglés Godfrey H. Hardy e o médico alemdo Wilhelm
Weinberg, em 1908. Para os pesquisadores, se ndo houvesse fator evolutivo atuando sobre
uma populagéo que satisfizesse determinadas condigdes, as frequéncias de seus alelos
permaneceriam inalteradas ao longo das geracgdes (Oliveira et al., 2021).

Estudos tém avaliado a expressao e a influéncia do polimorfismo rs187238
em varias doencas. Assim foi observado em um trabalho realizado por Bazgir et al. (2018)
com 160 pacientes diagnosticados com doenca arterial coronariana (DAC), onde
verificou-se a influéncia do polimorfismo rs187238 nos niveis séricos da IL-18 e na
incidéncia de DAC. Da mesma forma também foi verificado a influéncia desse
polimorfismo em doengas como AVC, vasculite, LRA, sindrome metabdlica e na
mortalidade de pacientes com outras doengas cardiovasculares (Cavalcante et al., 2020;
Jung et al., 2020; Suazo et al., 2014; Kadi et al., 2021). Esse mesmo polimorfismo foi
avaliado no presente trabalho, portanto os resultados apresentados podem contribuir para
o entendimento da fisiopatologia envolvida nas complica¢des cardiacas relatadas em
estudos anteriores, sugerindo o perfil imunolégico como um determinante importante dos

desfechos clinicos de pacientes acometidos pelo SARS-CoV-2.

E importante destacar que a IL-18 foi originalmente identificada como sendo
uma molécula indutora de interferon gama (IFN-y), citocina responsavel por potencializar
a resposta inflamatdria em vérias doencas, sobretudo em DCV (Tenger et al., 2005; Hu
et al., 2019). Em um estudo realizado por Giedraitis et al. (2001) avaliaram a presenga e
a influéncia do polimorfismo rs187238 no gene promotor da IL-18 e correlacionaram
positivamente a expressao de IL-18 com os niveis de IFN-y em pacientes portadores do
alelo G. Diante do exposto, 0s parametros bioquimicos avaliados no presente estudo
podem sofrer influéncia de outros mediadores inflamatérios, correlacionados com a IL-

18, como € o caso do IFN-y, uma molécula reguladora do sistema imune, que se destaca
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pela capacidade de produzir alteracbes degenerativas nas paredes das artérias,

determinando um pior desfecho clinico para o paciente.

Embora o polimorfismo rs187238 localizado na regido promotora ndo resulte
em mudanga estrutural da IL-18 apos traducao, estudos ligam polimorfismos nesta regido
a regulacdo dos niveis séricos desta interleucina e ao comprometimento do sistema
cardiovascular (Giedraitis et al., 2001; Hoseine et al., 2018; Ivanski et al., 2022). Ansari
et al. (2017), em seu estudo avaliando o polimorfismo rs187238 na regido promotora da
IL-18, relataram que o SNP estava associado a regulacdo dos niveis séricos de I1L-18 em
pacientes com doenca arterial coronariana (DAC) e que foi significativamente mais
elevado em pacientes com genoétipos GG. Esses resultados corroboram com pesquisas
publicadas recentemente por Dong et al. (2017), em que o gen6tipo GG do polimorfismo
rs187238 influenciou nos niveis sericos da IL-18, tornando-o um fator de risco

significativo para doenca coronariana em pacientes asiaticos.

No presente estudo, ndo foi observado efeito do polimorfismo rs187238 nas
concentragles plasmaticas de IL-18 quando esta variavel foi analisada de forma
independente. Porém, ao comparar essa citocina com os niveis de HDL-C, pode-se
observar que pacientes com alelos polimoérficos G e baixos niveis de HDL-C quando
acometidos pela Covid-19 apresentaram niveis mais elevados de IL-18. Resultados
semelhantes foram relatados por Suazo et al. (2014) apds realizarem um estudo
transversal em criancas obesas no Chile e observarem uma correlagdo negativa entre o
polimorfismo rs187238 e baixos niveis de HDL (< 40 mg/dL). Portanto, isso sugere uma
relacdo dependente entre essas variaveis, na qual a composicao lipidica pode determinar
a resposta imunoinflamatoria de pacientes com Covid-19. Desse modo, conhecendo as
propriedades anti-inflamatorias da HDL, niveis baixos desta lipoproteina podem piorar a
inflamac&o dos pacientes ap6s infec¢do pelo SARS-CoV-2.

O trabalho realizado apresenta limitacdes relacionadas a fatores pre-
analiticos, pois no momento da coleta os participantes do estudo podem ter se alimentado
recentemente, uma vez que o jejum nao pdde ser orientado com antecedéncia, podendo
ter influenciado os resultados do perfil lipidico avaliado no estudo. Além disso, por se
tratar de um estudo transversal, a avaliagdo ocorreu apenas nas fases iniciais da doenca,
néo sendo possivel monitorar a evolugdo clinica e os desfechos dos pacientes acometidos

pela Covid-19. Porém, o esse estudo é de grande relevancia, pois avalia a influéncia da
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composigdo genética de uma populagdo heterogénea atendida em uma unidade bésica de

referéncia, estudando a associagdo das variacOes genéticas com a fisiologia da Covid-19.

Juntos, os resultados do presente estudo sugerem que o perfil inflamatorio de
pacientes com Covid-19 pode ser influenciado pelo perfil genético e lipidico. Através
destes resultados pretende-se contribuir para a sociedade cientifica na compreensao da
fisiologia relacionada com a Covid-19, através da identificacdo de fatores preditivos de

mau progndstico, proporcionando assim para 0 manejo individualizado destes pacientes.



81

7. CONCLUSAO

Diante do exposto, concluiu-se que as pessoas com Covid-19 apresentaram
niveis mais baixos de CT e HDL-c em compara¢édo aos parametros laboratoriais do perfil
lipidico do grupo de pessoas sem Covid-19. Além disso, ao comparar esses parametros
com o0s niveis séricos de 1L-18, foi possivel observar uma correlacdo negativa entre os
niveis de IL-18 e HDL-c em pacientes com Covid-19. Por fim, ao analisar o efeito do
polimorfismo genético rs187238 nos niveis de IL-18, foi possivel observar que individuos
acometidos pela Covid-19, portadores do alelo polimdrfico e com baixos niveis de HDL-

c, apresentam niveis mais elevados de IL-18.

Portanto, o estado inflamatorio das pessoas com Covid-19 pode ser
influenciado por fatores genéticos e pelos niveis de HDL-c, o que € um achado importante
para a compreensdo da fisiopatologia desta doenca. Estudo adicionais envolvendo
diferentes populacGes e diferentes perfis genéticos podem complementar os resultados
aqui apresentados, a fim de contribuir para o cuidado individualizado dos pacientes com

Covid-19, por meio da identificacdo de preditores clinicos de mau progndstico.
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ARTICLE INFO

ABSTRACT

Keywords:

Single Nucleotide Polymorphism
Apolipoprotein A-l

High-density lipoprotein

Aim: COVID-19 is an inflammatory disease and its prognosis is associated with cardiovascular risk, which can be
associated with changes in lipoprotein metabolism. The single nucleotide polymorphism (SNP) rs187238 of
Interleukin (IL)-18 is extensively reported in association with worsening inflammatory and cardiovascular dis-
ease (CVD). This study evaluated the association of IL-18 levels and its SNP rs187238 with lipoprotein profile
changes in COVID-19 outpatients.

Methods: Observational, analytical, cross-sectional study that evaluated 250 patients with respiratory syndrome,
36% (n = 90) with COVID-19. Serum total cholesterol (TC), high-density lipoprotein cholesterol (HDL-c), low-
density lipoprotein cholesterol (LDL-c), triglycerides (TG), apolipoproteins A-I and B (Apo A-I and Apo B) and
IL-18 levels were determined. Polymorphism genotyping was done by real-time polymerase chain reaction
{gPCR). The significance level was p < 0.05.

Results: Patients with COVID-19 showed a reduction in TC and HDL-¢, without difference in IL-18. HDL-c and
LDL-c had a high frequency outside the reference values. There was a negative correlation of IL-18 with HDL-c
and a positive correlation with Apo B/Apo A-I ratio, The frequencies of the C (wild) and G (polymorphic) alleles
between patients with and without COVID-19 followed the Hardy-Weinberg equilibrium. However, COVID-19
was associated with reduced HDL-c and Apo A-I values in patients with the CC genotype.

Conclusion: IL-18 levels and its SNP rs187238 were associated with decreased HDL-c and Apo A-I in COVID-19
outpatients.

1. Introduction

IL-18 is a pro-inflammatory cytokine of the IL-1 superfamily, as is as
IL-1B, which stands out in the literature as one of the main pro-

COVID-19 is characterized as an inflammatory disease that clinically
occurs according to the preexisting conditions of each individual, such
age, sex, comorbidities, genetics, in addition to the viral strain causing
the infection. Initially, the infection activates mechanisms of innate
immunity, with increased levels of pro-inflammatory cytokines, such as:
Interleukin (IL)-1f, IL-6, IL-18, and Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-
a), in addition to chemokines responsible for recruiting immune cells to
infected tissues. This response in some cases may be excessive and un-
controlled, causing the known cytokine storm, associated with all cases
of severe COVID-19 [1].

atherosclerotic cytokines and is associated with adverse cardiovascular
events [2,3]. Constitutively present in precursor form in the cytoplasm
of various cell types, IL-18 is known for its pleiotropic properties and for
mediating Interferon-y (IFN-y) production in infections [4]. Although its
main effects are known in the short term, when associated with acute
infections and cytokine storms, some studies associate [L-18 levels with
the development of atherosclerosis and cardiovascular risk [5]. High
levels of pro-inflammatory cytokines, such as IL-1p and IL-6, are asso-
ciated with disturbances in lipid metabolism and oxidative stress [6].
What we still do not know are the mechanisms involved in the disorders

* Corresponding author at: Rua Pastor Samuel Munguba, 1210 - Rodolfo Teéfilo. Fortaleza, Ceard CEP 60430-372, Brazil.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE)

Vocé estd sendo convidado (Doutorando Glautemberg de Almeida Viana) como
participante da pesquisa intitulada: “Estudo dos fatores preditivos de risco da
progressdo clinica e a influéncia do polimorfismo genético das citocinas pro
inflamatdria na imunopatogénese da infeccdo pelo COVID-19 dos pacientes assistidos
nas unidades sentinelas de pronto atendimento da Prefeitura de Fortaleza”. Vocé ndo
deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as informagdes abaixo e faga
qualquer pergunta que desejar, para que todos 0s procedimentos desta pesquisa sejam

esclarecidos.

Vocé esta sendo convidado(a) a participar da pesquisa intitulada “Estudo dos fatores
preditivos de risco da progressdo clinica e a influéncia do polimorfismo genético das
citocinas pré inflamatéria na imunopatogénese da infeccdo pelo COVID-19 dos
pacientes assistidos nas unidades sentinelas de pronto atendimento da Prefeitura de
Fortaleza” através de pardmetros hematologico, imunologicos, bioquimicos ndo
tradicionais, soroldgicos e genéticos, que tem como objetivo principal buscar por meios
que indiqguem se 0 novo coronavirus causa alteracbes hepatica, renais, lipidicas,
soroldgicas e se ocorre a influéncia de polimorfismos génico de citocinas pré-
inflamatdrias em pacientes infectados. Sera coletado do Sr. (a) uma quantidade de 2
tubos de sangue com volume de 5 ml cada e um tubo contendo swab para coleta do
conteddo celular nasal e orofaringeo. Assim, poderemos analisar se existe diferenca na
presenca de alteracOes clinicas e laboratoriais em pacientes com casos leves, moderados
e graves de COVID-19 e se essas alteragbes podem agravar o estado de salde de
pessoas que tem o diagnostico de SARS-CoV-2. Realizaremos uma entrevista de
aproximadamente 10 minutos através do uso de um questionario pré-estruturado
contendo 20 questdes. O paciente tera o beneficio de obter mais informagoes
laboratoriais sobre seu estado de satde. O participante podera se recusar a participar da
pesquisa a qualquer momento sem que isso lhe traga qualquer prejuizo. As informacoes
obtidas na pesquisa ndo permitirdo a identificacdo do participante, exceto pelos
envolvidos na pesquisa. O participante tera acesso as informacdes obtidas na pesquisa

a qualquer momento. Em hipdtese alguma o participante recebera pagamento para
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participar da pesquisa. A realizacdo do procedimento de coleta de sangue, nasal e
nasofaringe é simples e sera realizada por equipe devidamente treinada, porém existem
riscos minimos de formacéo de hematoma no local da coleta de sangue e perda de sigilo
das informag0es clinicas e laboratoriais. Em caso de duvida, poderd comunicar-se com
0 pesquisador Glautemberg de Almeida Viana, que reside na rua Estado do Rio, 55.
Bairro Bela Vista, Fortaleza- CE. Fone: (085) 98570-1630. O participante recebera uma

via desse termo de consentimento.

Nome: Ms. Glautemberg de Almeida Viana

Instituicdo: Universidade Federal do Ceara

Endereco: Rua Estado do Rio, 55. Bairro Bela Vista, Fortaleza- CE

Telefones para contato: (085) 98570-1630 ou (085) 3366-8261 Ou 3366-8271
ATENCAO: Se vocé tiver alguma consideracio ou dlvida, sobre a sua participacio na
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ —
Rua Coronel Nunes de Melo, 1000 - Rodolfo Teofilo, fone: 3366-8346/44. (Horério:
08:00-12:00 horas de segunda a sexta-feira).

O CEP/UFC/PROPESQ é a instancia da Universidade Federal do Ceara responsavel
pela avaliacdo e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo

seres humanos.

O abaixo assinado anos, RG: ,

declara que éde livre e espontanea vontade que estd como participante de uma pesquisa.
Eu declaro que li cuidadosamente este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e
que, apos sua leitura, tive a oportunidade de fazer perguntas sobre o seu contetdo, como
também sobre a pesquisa, e recebi explicagdes que responderam por completo minhas

davidas. E declaro, ainda, estar recebendo uma via assinada deste termo.

Fortaleza, / /

Nome do participante da pesquisa Data Assinatura

Nome do pesquisador principal Data Assinatura

Nome do profissional Data Assinatura que aplicou o TCLE



