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RESUMO

A Covid-19 causa desregulacdo inflamatoria, distdrbios de coagulacéo, ativacdo endotelial e
complicagdes em diversos 6rgdos. As dislipidemias sdo um dos principais fatores de risco para
aterosclerose e eventos cardiovasculares, na qual a Covid-19 pode ser um agravante.
Considerando a influéncia de fatores genético, polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) que
ocorrem nos genes das apolipoproteinas (Apo) sdo frequentemente associados com
dislipidemias poligénicas, sendo 0s SNP rs670 C>T (Apo A-I) e rs693 G>A (Apo B) os mais
investigados. O presente trabalho observacional, analitico e transversal investigou a associacéo
dos SNP rs670 e rs693 com pardmetros do metabolismo lipidico e ativacdo endotelial em 86
pacientes ambulatoriais com Covid-19, equiparados quanto ao sexo e idade com 81 individuos
saudaveis. Os niveis sericos de colesterol total (CT) e fragBes e triglicerideos (TG) foram
determinados por método enzimatico-colorimétrico, as Apo A-l1 e B por método
imunoturbidimétrico e a molécula de adesdao celular vascular-1 (VCAM-1) por ensaio de
imunoabsorcao enzimatica (ELISA). A genotipagem dos SNP rs670 e rs693 foi realizada por
meio de sondas de hidrdlise TagMan® fluorescentes (VIC - verde e FAM - azul) em reagdo em
cadeia da polimerase quantitativa (QPCR) utilizando amostra de DNA genémico (gDNA)
leucocitério extraidos de sangue total. Foi adotado p < 0,05. Os pacientes ambulatoriais com
Covid-19 estiveram associados com elevacdo de CT (187,0 £ 48,3 vs. 160,8 + 32,0; p < 0,001),
colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) (110,3 +41,5vs. 98,8 + 28,2; p = 0,036),
colesterol ndo associado a lipoproteina de alta densidade (ndo-HDL-c) (138,3 + 45,8 vs. 115,6
+ 31,6; p <0,001), TG (139,7 = 80,3 vs. 84,9 £+ 35,1; p < 0,001) e Apo A-I (149,5 £ 40,0 vs.
133,3 + 20,9; p = 0,001), bem como uma maior frequéncia de hipercolesterolemia e
hipertrigliceridemia. Os niveis de VCAM-1 foram, em média, o dobro do controle (682,7 +
231,8 vs. 299,3 + 102,9; p < 0,001), tendo apresentado alto poder de predicéo para a Covid-19
(&rea sob a curva = 0,946; p < 0,001). Além disso, VCAM-1 se correlacionou negativamente
com CT (r = -0,223; p = 0,039) e HDL-c (r = -0,225; p = 0,037). A dominancia do alelo
polimorfico T e a codominancia dos alelos polimérficos T e A foram preditoras da reducgéo de
TG e VCAM-1 em pacientes ambulatoriais com Covid-19. Em resumo, a Covid-19 esteve
associada com hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia e forte ativacéo endotelial. Além disso,
0s polimorfismos rs670 e rs693 podem influenciar no perfil desses parametros nesses pacientes.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; Polimorfismo de nucleotideo Unico; Metabolismo lipidico;
Molécula de adesdo celular vascular-1.



ABSTRACT

Covid-19 causes inflammatory dysregulation, coagulation disorders, endothelial activation and
complications in various organs. Dyslipidemias are one of the main risk factors for
atherosclerosis and cardiovascular events, in which Covid-19 can be an aggravating factor.
Considering the influence of genetic factors, single-nucleotide polymorphisms (SNPs) that
occur in the apolipoprotein (Apo) genes are frequently associated with polygenic dyslipidemias,
with the SNPs rs670 C>T (Apo A-I) and rs693 G>A (Apo B) being the most investigated. This
observational, analytical and cross-sectional study investigated the association of SNPs rs670
and rs693 with parameters of lipid metabolism and endothelial activation in 86 Covid-19
outpatients, matched for sex and age with 81 healthy individuals. Serum levels of total
cholesterol (TC) and fractions and triglycerides (TG) were determined using an enzymatic-
colorimetric method, Apo A-lI and B by immunoturbidimetric method and vascular cell
adhesion molecule-1 (VCAM-1) by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).
Genotyping of SNPs rs670 and rs693 was carried out using fluorescent TagMan™ hydrolysis
probes (VIC - green and FAM - blue) in quantitative polymerase chain reaction (QPCR) using
leucocyte genomic DNA (gDNA) samples extracted from whole blood. A p-value < 0.05 was
adopted. Covid-19 outpatients were associated with an increase in total cholesterol (TC) (187.0
+48.3 vs. 160.8 £ 32.0; p < 0.001), low-density lipoprotein cholesterol (LDL-c) (110.3 + 41.5
vs. 98.8 £ 28.2; p = 0.036), non-high-density lipoprotein cholesterol (non-HDL-c) (138.3 + 45.8
vs. 115.6 + 31.6; p < 0.001), TG (139.7 £ 80.3 vs. 84.9 + 35.1; p < 0.001), and Apo A-I (149.5
+40.0 vs. 133.3 £ 20.9; p = 0.001), as well as a higher frequency of hypercholesterolemia and
hypertriglyceridemia. VCAM-1 levels were, on average, double those of the control (682.7 +
231.8vs.299.3 £102.9; p <0.001), and showed high predictive power for Covid-19 (area under
the curve = 0.946; p < 0.001). Furthermore, VCAM-1 correlated negatively with TC (r =-0.223;
p =0.039) and HDL-c (r =-0.225; p = 0.037). The dominance of the T polymorphic allele and
the codominance of the T and A polymorphic alleles were predictors of reduced TG and
VCAM-1 in Covid-19 outpatients. In summary, Covid-19 was associated with
hypercholesterolemia, hypertriglyceridemia, and strong endothelial activation. Moreover, the
rs670 and rs693 polymorphisms may influence the profile of these parameters in these patients.

Keywords: SARS-CoV-2; Single-nucleotide polymorphism; Lipid metabolism; Vascular cell

adhesion molecule-1.
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1 INTRODUGCAO

1.1 Covid-19: epidemiologia e estrutura viral

A Covid-19 € causada pelo SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2), um virus de RNA (ribonucleic acid) fita simples sense positivo (RNAfs+). Essa
doenca ficou caracterizada pelo seu espectro clinico heterogéneo, incluindo desde individuos
assintomaticos até individuos com disfun¢des em multiplos 6rgaos, geralmente, associadas com
desfecho ébito (Mohamadian et al., 2021). Dados epidemioldgicos divulgados até inicio de
fevereiro de 2024, registraram cerca de 7.031.216 6bitos a nivel global, dos quais, o Brasil
representa cerca de 709.963 6bitos (OMS, 2024). Dentre as regides do pais, 0 Nordeste estd em
segundo lugar com 136.715 Obitos e o Estado do Ceara com a maior taxa de mortalidade
acumulada, cerca de 309 6bitos/100 mil habitantes (Brasil, 2023).

O SARS-CoV-2 faz parte de uma familia de coronavirus capazes de infectar seres
humanos, tais como HCoV229E, HCoV-OC43, HCoV-NL63, HKU1, SARS-CoV (severe
acute respiratory syndrome coronavirus), MERS-CoV (middle East respiratory syndrome
coronavirus). Dentre os sete coronavirus humanos (HCoV, human coronavirus), trés j& foram
relatados na literatura pela capacidade de causarem sindromes respiratorias aguda grave
(SARS). O primeiro foi 0 SARS-CoV, que assolou a populacdo chinesa em 2002, o segundo
foi o MERS-CoV, que atingiu a populacdo do Oriente Médio em 2012, e por ultimo, 0 SARS-
CoV-2, que causou a pandemia da Covid-19 (Rabaan et al., 2020).

A capacidade viral de infectar células humanas se da pela presenca de estruturas de
viruléncia que interagem com regides especificas da célula-alvo, promovendo a internalizacédo
ou fusdo do envelope viral a membrana plasmatica. O genoma do SARS-CoV-2 codifica quatro
proteinas estruturais, sdo elas: nucleocapsideo (N), membrana (M), envelope (E) e proteina
spike (S), essa Ultima possui 0 dominio de ligacdo ao receptor. Além disso, sdo codificadas 16
proteinas ndo estruturais e seis proteinas acessérias que participam da sintese de novas
particulas virais infectantes e dos mecanismos de escape da imunidade, conforme ilustrado na
Figura 1 (Yadav et al., 2021).



17

Figura 1 — llustracdo das proteinas estruturas e ndo estruturais do SARS-CoV-2.

Nucleocapsideo
~p

[0 orb v
Membrana y 3 .
SARS-CoV-2
\' or8 3' Genoma viral 9
. 0rf7a ‘.
! A “
: orté
Y

(€]

Envelope

$

Fonte: Adaptado de PDB-101: SARS-CoV-2 Genome and Proteins, 2023; E — envelope; M — membrana; N —

nucleocapsideo; S — proteinas spike.

1.2 Fisiopatologia da Covid-19

O SARS-CoV-2, assim como 0 SARS-CoV e 0 MERS-CoV, pertence a subclasse
dos B-coronavirus que séo conhecidos por atingirem o sistema respiratorio e gastrointestinal.
Dentre eles, 0 SARS-CoV-2 e 0 SARS-CoV apresentaram alta similaridade gendmica, o que
leva a compartilharem estruturas muito semelhantes, a exemplo da proteina S, que participa dos

mecanismos de invasao e na patogénese nos dois casos (Hatmal et al., 2020).

Atualmente, os principais mecanismos de infecgdo descritos destacam a ligacao da
proteina S com a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2), que consiste em uma dipeptidil-
carboxipeptidase transmembrana responsavel por converter angiotensina (Ang) Il em
angiotensina 1-7 (Jackson et al., 2021; Li et al., 2003). Vale destacar que 0 SARS-CoV-2
também infecta células neuronais via proteina transmembrana 106B (TMEMZ106B) (Baggen et
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al., 2023). A fusdo do envelope viral com a membrana plasmatica depende da clivagem da
proteina S em duas subunidades (S1 e S2) por proteases de membrana, a exemplo da serina
protease transmembrana 2 (TMPRSS2, transmembrane serine protease 2). A ligacdo da
subunidade S1 a ECA2 causa mudancas conformacionais na proteina S, expondo o sitio S1/S2
para clivagem pela TMPRSS2. Apos a primeira clivagem, a subunidade S2 passa por uma
segunda clivagem no sitio S2’ para sua ativacao e posterior fusdo com a membrana plasmatica

da célula-alvo, conforme ilustrado na Figura 2 (Hartenian et al., 2020).

Figura 2 — llustragdo do mecanismo de infec¢cdo do SARS-CoV-2.

Virus SARS-
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ECA2 TMPRSS2

Célula-alvo

Fonte: Adaptado de Hartenian et al. (2020). ECA2 — Enzima Conversora de Angiotensina 2; TMPRSS2 — Serina

Protease Transmembrana 2.

Quando a ligacdo da proteina S com a ECA2 ocorre longe da TMPRSS2, ou essa
protease esta expressa de forma insuficiente, a entrada do virus na célula-alvo ocorre pela
endocitose mediada por clatrina. Nesse caso, a liberacdo do SARS-CoV-2 no citosol dependera
de mudancas do pH no interior do endolisossomo e da clivagem do sitio S2’ pela catepsina B/L
(Jackson et al., 2021).

Apos a infeccdo, a primeira linha de defesa do hospedeiro é mediada pelas celulas
da imunidade inata, por meio dos seus receptores de reconhecimento de padrdes, a exemplo dos
receptores Toll-like (TLR, toll-like receptors), que reconhecem os padrées moleculares
associados ao patdégeno (PAMP, pathogen-associated molecular patterns) e ao dano (DAMP,
damage-associated molecular patterns), levando ao desenvolvimento de respostas imune inata
e adaptativa. Estudos sugerem que as células dendriticas reconhecem o material genético do
SARS-CoV-2 por meio dos receptores TLR-7 presentes nos endossomos, o que leva a producao
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de interferons (IFN) tipo 1 (alfa e beta), que por conseguinte desencadeia a ativacéo de células
T CD8" e macréfagos (Li et al., 2022).

Embora nos primeiros dias da infeccdo a resposta mediada por células T CD4" e
CD8" esteja associada com diminuigdo da carga viral e melhora clinica em alguns individuos,
o desenvolvimento de células de memdria e uma resposta humoral especifica é a Unica forma
de gerar protecdo contra reinfecgdes. Os primeiros anticorpos especificos ao SARS-CoV-2 sédo
das classes IgD e IgM no sangue e IgA nas superficies de mucosas, geralmente, somente a partir
do 14° dia de infecgdo que os titulos de IgG comegam a aumentar, indicando a soroconversao.
Contudo, a resposta humoral especifica depende da capacidade das células imunolégicas de
cada individuo, o que é limitado nos imunossuprimidos e, principalmente, depende da
capacidade de mutacdo das regifes antigénicas do virus, a exemplos das variantes virais (Li et
al., 2022).

Acredita-se que o desenvolvimento da Covid-19 severa pode estar associado aos
mecanismos virais de escape da imunidade. Sabe-se que, um dos primeiros mediadores
quimicos liberados apds infecgdes virais sdo os IFN tipo | e tipo Ill, 0s quais promovem a
inibicdo da replicagdo viral para evitar danos ao individuo. Inesperadamente, a resposta
imunoldgica contra 0 SARS-CoV-2 é caracterizada por tempestade de citocinas, mas sem
diminuicdo efetiva da replicacdo viral, o que pode estar relacionado com a ineficiéncia do

reconhecimento pelas células imunes e/ou controle da expresséo de IFN (Silva et al., 2021).

Estudos identificaram que o SARS-CoV-2 possui, proximo ao sitio de clivagem,
residuos de prolina que se ligam as glicoproteinas da célula-alvo, o que pode dificultar o
reconhecimento de padrdes moleculares pelos TLR. Além disso, foi relatado que os HCoV
apresentam a capacidade de se replicarem em vesiculas de dupla membrana (endossomos) e de
bloquear a fosforilacdo e translocacdo de fatores de transcricdo de IFN, desenvolvendo uma
resposta antiviral tardia. A exemplo das proteinas acessérias Orf3b do SARS-CoV e Orf6 do
SARS-CoV-2, que interferem na producdo e sinalizagdo de IFN (Silva et al., 2021; Yuen et al.,
2020).

A fisiopatologia da Covid-19 esta associada com cinco mecanismos principais: 1 —
citotoxicidade induzida pelo virus em células que expressam a ECA2; 2 — desregulacdo do
sistema renina-angiotensina-aldosterona como resultado da internalizacdo da ECAZ2 ligada ao
virus; 3 — desregulacdo da resposta imunologica; 4 — lesdo das células endoteliais e trombo-

inflamacdo e, 5 — fibrose tecidual. Esses mecanismos predispdem principalmente os érgdos e
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tecidos que expressdo a ECA2, tais como rins, intestino delgado, coracdo, endotélio e,
sobretudo, os pulmdes por ser a porta de entrada (Lopes-Pacheco et al., 2021).

Um exemplo da citotoxicidade gerada pela entrada do virus, é a ativacdo do
inflamassoma NLRP3 (nod-like receptor family pyrin domain containing 3) pelas catepsinas
lisossomais liberadas ap6s o virus se fundir ao endolisossomo em macréfagos. O inflamassoma
NLRP3 é um importante componente da resposta imune inata conhecido por aumentar 0s niveis
de interleucina (IL)-1pB, IL-18 e IFN-y, além de causar a piroptose, uma morte celular
programada caracterizada pela formagdo de poros na membrana celular e lise. Evidéncias
sugerem que a ativacao do inflamassoma esta ligado a Covid-19 severa e ao pior progndstico,
por estar associado com lesdo pulmonar e hipercoagulabilidade, favorecendo a ocorréncia de

complicacdes multiorganicas (Potere et al., 2022).

Desse modo, a presenca de estimulos incessantes desencadeia uma hiperativacao
da resposta imunologica, caracterizando a Covid-19 como uma doenca de base inflamatoria,
marcada por tempestade de citocinas, tais como IL-1p, IL-6, IL-18, fator de necrose tumoral-
alfa (TNF-a, tumour necrosis factor alpha) e moléculas de adeséo, tais como a molécula de
adesdo celular vascular-1 (VCAM-1, vascular cell adhesion molecule-1), a molécula de adesdo
intercelular-1 (ICAM-1, intercellular adhesion molecule 1) e a selectina endotelial (E-
selectina). Essa resposta inflamatdria exacerbada, quando somada as fragilidades causadas pela
idade avancada ou por comorbidades (diabetes, hipertensdo, obesidade, dislipidemias,
imunossupressdo, dentre outras), aumenta as chances de disfuncGes em multiplos érgdos e

morte (Lopes-Pacheco et al., 2021).

O sistema cardiovascular, dentre os sistemas bioldgicos, tem sido considerado o
mais critico quando se trata do progndéstico da Covid-19. Por se tratar do sistema responsavel
pelo transporte de células de defesa, citocinas, oxigénio, nutrientes e manutencao da pressao de
perfusdo nos tecidos, qualquer distarbio pode comprometer simultaneamente multiplos 6rgaos.
Eventos cardiovasculares, tais como miocardite, estresse cardiopulmonar, embolismo
pulmonar, insuficiéncia cardiaca e infarto agudo do miocardio foram relatados na Covid-19

associados com pior desfecho clinico (Zhao et al., 2023).

Evidéncias somadas destacam os mecanismos fisiopatologicos que predispdem o
sistema cardiovascular a eventos adversos graves na Covid-19. Esses mecanismos vao desde a
citotoxicidade direta as células endoteliais, acdo vasoconstritora da Ang Il, recrutamento e

adesdo de leucocitos, disfuncdo endotelial causado pelas armadilhas extracelulares de
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neutréfilos (NET, neutrophil extracellular traps) e ativacdo do inflamassoma NLRP3,
desestabiliza¢do e ruptura da placa, até os distdrbios do metabolismo lipidico, tais como a
reducdo de colesterol de lipoproteina de alta densidade (HDL-c, high-density lipoprotein
cholesterol) e elevacgéo de colesterol total (CT), colesterol de lipoproteina de baixa densidade
(LDL-c, low-density lipoprotein cholesterol) e triglicerideos (TG), caracterizando um estado
pré-aterogénico e pro-trombotico (Makarova et al., 2023).

1.3 Disfuncéo endotelial

Sabe-se que o principal tecido do sistema cardiovascular € o endotélio, que consiste
em uma monocamada de células organizadas em formato de fuso e revestida por trés camadas:
intima, muscular lisa e média. Em condigdes fisioldgicas, o endotélio é responsavel por manter
a hemostasia, estabelecer o fluxo sanguineo, pressdo arterial sistémica, desenvolver
mecanismos anticoagulantes e controlar a resposta inflamatoria (Bahia et al., 2006). No entanto,
a funcionalidade do endotélio vascular pode ser afetada por sindromes metabdlicas
(dislipidemias, diabetes, hipertensdo, obesidade), inflamacdo sistémica e infeccdes, o que
ressalta sua importancia como alvo terapéutico para prevenir a ocorréncia de eventos

cardiovasculares (Kiseleva et al., 2018).

A disfuncdo endotelial é uma condi¢do geralmente definida como o desequilibrio
entre 0s mediadores responsaveis pela vasoconstricdo e vasodilatacdo. Entretanto, essa
definicdo é simplista, uma vez que condi¢cbes como estresse oxidativo, isquemia-reperfusdo e
inflamacdo ndo afetam somente a producdo de mediadores como o éxido nitrico (NO), mas
também promovem a migracéo de monacitos e neutréfilos para a camada subendotelial e ativam
a cascata de coagulacdo, podendo gerar eventos vaso-oclusivos a curto (trombose, embolia) e

longo (placa aterosclerética) prazo (Medina-Leyte et al., 2021).

A aterosclerose é uma das principais condic¢Ges patolégicas que envolve o endotélio
vascular, sendo caracterizada por sua fisiopatologia lenta, complexa e seguida de uma série de
etapas: 1 — ativacdo endotelial (expressdo de VCAM-1, ICAM-1 e E-selectina) causada por
inflamacdo ou estresse oxidativo; 2 — migragdo de mondcitos para a camada intima e
diferenciacdo em macréfagos; 3 — LDL-c oxidado (LDL-0x) promove a diferenciacdo de
macrofagos em células espumosas que liberam um série de citocinas pré-inflamatérias; 4 — o

estado pro-inflamatorio gera mais ativagdo endotelial e recrutamento de neutrofilos e linfécitos,
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resultando em um ambiente com nucleo necrotico e pobre em oxigénio; 5 — o crescimento da
placa é mediado por macréfagos CD163*, fatores de crescimento (HIF-1a, hypoxia inducible
factor 1 subunit alpha e VEGF, vascular endothelial growth factor), angiogénese e
metaloproteinases que digerem a matriz extracelular e promove crescimento de células

musculares, conforme ilustrado na Figura 3 (Sluiter et al., 2021).

Figura 3 — llustracdo da fisiopatologia da aterosclerose.
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Fonte: Adaptado de Sluiter et al. (2021). Hb — hemoglobina; HIF-1a — fator 1-alfa induzivel por hipoxia; IL —
interleucinas; LDL — lipoproteina de baixa densidade; MMP — metaloproteinases de matriz; VCAM-1 — molécula

de adesdo vascular 1; VEGF — fator de crescimento endotelial vascular.

Devido as condi¢bes hemodindmicas, o sistema cardiovascular é diretamente
acometido pelos distarbios causados por sindromes metabdlicas e infec¢des, fazendo com que
as doencas cardiovasculares (DCV) sejam a principal causa de mortalidade no Brasil € no
mundo (Malta et al., 2020). As dislipidemias, caracterizadas pelo aumento de LDL-c e/ou
diminuicdo de HDL-c, sdo associadas com o desenvolvimento de um silencioso estado pro-
inflamatorio crénico, caracterizado por elevagdo de fator nuclear kappa B (NF-«B, nuclear
factor kappa B), moléculas de adesdo (ICAM-1, VCAM-1) e citocinas (IL-1, IL-6, IL-18 e
TNF-a), que possuem papéis-chaves nas disfungdes endoteliais e na aterosclerose (Medina-
Leyte et al., 2021; Yasin et al., 2023).
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Na busca por biomarcadores de disfuncdo endotelial e aterosclerose, os niveis
circulantes de moléculas de adesdo desempenham um papel relevante, uma vez que estao
envolvidas na transmigracdo de leucdcitos para a camada intima. Entre essas moléculas,
destaca-se a VCAM-1, também conhecida como CD106, que € uma proteina transmembrana
pertencente a superfamilia das imunoglobulinas (lg), responsdvel por mediar a adesdo
leucdcito-célula endotelial e sua expresséo ocorre por estimulos das citocinas TNF-a ¢ NF-kB
(Thayse et al., 2020). Estudos tém evidenciado que a VCAM-1 esta altamente expressa em
placas aterosclerdticas, e sua concentracdo plasmatica tem um alto poder de predicdo para o

risco cardiovascular (Su et al., 2022; Yu et al., 2022).

No contexto da Covid-19, a integridade do endotélio é primordial para evitar a
ocorréncia de eventos cardiovasculares, visto que o SARS-CoV-2 afeta o sistema
cardiovascular por meio de maltiplos mecanismos interconectados. Apds a infeccdo, o virus
possui tropismo pelas células que expressam a ECAZ2, tais como o coracdo e as células
endoteliais, causando danos direto as células e ativando uma resposta inflamatoria nesses locais
(Canale et al., 2022).

Devido aos estimulos incessantes da presenca viral e dos danos causados,
desenvolve-se uma resposta imune desregulada com tempestade de citocinas pro-inflamatorias,
qgue promovem mais inflamacdo e ativacdo endotelial. Esse estado de ativacdo endotelial,
combinado com vasoconstricdo promovida pela Ang Il e ativacdo plaquetaria, cria um ambiente
pré-trombotico evidenciado laboratorialmente pela elevagdo de d-dimero e fibrinogénio, que
atua sinergicamente a isquemia tecidual, prejudicando a funcdo cardiaca e predispondo
individuos com doencas cardiovasculares subjacentes ao risco aumentado de trombose (Canale
etal., 2022).

Estudos histopatoldgicos post mortem de pacientes com Covid-19 reforcam que o
estado pré-trombético leva a ocorréncia de isquemia e estresse oxidativo, gerando apoptose de
células endoteliais e mais ativacdo plaquetaria, aumentando o risco de infarto do miocardio,
embolia pulmonar e acidente vascular cerebral. Pois foi evidenciado uma microcirculagdo
prejudicada com presenca de dano alveolar difuso exsudativo acompanhado de microtrombos
em 6rgdos nobres, tais como pulmdes e rins, apesar do uso de medicamentos anticoagulantes
(Menter et al., 2020).

Desse modo, esses mecanismos afetam sinergicamente a fungéo endotelial de individuos

com Covid-19, que pode se somar as condigdes cardiovasculares subjacentes, particularmente
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em populagbes com comorbidades pré-existentes, como as dislipidemias. Portanto,
compreender 0s riscos desses mecanismos interconectados é crucial para orientar o manejo
clinico e desenvolver terapias direcionadas para mitigar as complicacdes cardiovasculares em

pacientes com Covid-19.

1.4 Metabolismo lipidico e dislipidemias

Os lipidios representam um grupo diversificado de moléculas hidrofébicas que
incluem triglicerideos (TG), fosfolipidios (FL), ésteres de colesterol (EC) e outros compostos
qgue desempenham papéis essenciais no armazenamento de energia, estrutura celular,
sinalizacdo e transporte de vitaminas lipossoliveis. No metabolismo catabdlico, os
triglicerideos sdo clivados em glicerol e &cidos graxos para serem utilizados pelos diversos
tecidos do corpo para a produgdo de energia por meio das vias glicolitica e f-oxidagdo. Esses
processos, por sua vez, geram acetil-CoA, que é fundamental para producdo de adenosina
trifosfato (ATP, adenosine triphosphate) no ciclo de Krebs. Assim, os lipidios desempenham
um papel vital na manutencdo das funcGes celulares e no fornecimento de energia necessaria

para o funcionamento adequado do organismo (Lent-Schochet; Jialal, 2023).

Devido a sua baixa solubilidade em agua, os lipidios sdo transportados no plasma e
no liquido extracelular por meio de lipoproteinas. Essas lipoproteinas sdo particulas formadas
por uma monocamada fosfolipidica rica em colesterol que contém lipidios no seu interior e
apolipoproteinas (Apo) na superficie, estas proporcionam estabilidade e reconhecimento pelos
tecidos. As lipoproteinas sdo classificadas com base na densidade, contetdo lipidico e tipo de
Apo presente. Desse modo, dispondo em ordem crescente de densidade, tem-se os quilomicrons
contendo a Apo B-48, seguidos pelas lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL, very low-
density lipoprotein), lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL, intermediate-density
lipoprotein) e lipoproteinas de baixa densidade (LDL, low-density lipoprotein) contendo a Apo
B-100, e por fim, a lipoproteinas de alta densidade (HDL, high-density lipoprotein) contendo a
Apo A-1, conforme ilustrado na Figura 4 (Lent-Schochet; Jialal, 2023).

A obtencéo de lipidios pela dieta, também chamada de via exdgena, inicia-se com
a absorcéo de acidos graxos por difusédo e de colesterol pelo transportador Niemann-Pick C1-
Like 1 no intestino. Dentro dos enterdcitos, os acidos graxos absorvidos sdo convertidos em
triglicerideos pelas enzimas monoacilglicerol aciltransferase e diacilglicerol aciltransferases,

enquanto o colesterol livre é esterificado pela acdo da enzima acetil-CoA C-acetiltransferase
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(ACAT). Pela acdo da proteina de transferéncia de triglicerideo microssomal (MTP,
microsomal triacylglycerol transfer protein), os triglicerideos e ésteres de colesterol séo
conjugados com a proteina estrutural Apo B-48 e Apo A-l para formar os quilomicrons
(Feingold, 2021).

Figura 4 — llustracdo da estrutura e composicao das lipoproteinas.
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Fonte: Adaptado de Chiang (2014); HDL — lipoproteinas de alta densidade; IDL — lipoproteinas de densidade
intermediaria; LDL — lipoproteinas de baixa densidade; VLDL — lipoproteinas de muito baixa densidade.

Apbs a sua formacao, os quilomicrons séo liberados na circulacdo linfatica e, em
seguida, alcangam a circulagdo sanguinea através do ducto toracico. Ao entrarem na circulacao
sistémica, as particulas de quilomicrons recebem as Apo E e C-1I das particulas de HDL em
troca da Apo A-I, possibilitando a ativacdo da lipoproteina lipase (LPL) nos tecidos muscular
e adiposo gracas a Apo C-ll. Essa enzima promove a hidrolise dos triglicerideos nos
quilomicrons, resultando em acidos graxos livres, que sdo absorvidos pelos tecidos vizinhos.
Conforme a proporcgdo de triglicerideos diminui e de ésteres de colesterol aumentam nos
quilomicrons, eles sdo considerados remanescentes e, em seguida, sdo captados pelo figado
através da ligagdo da Apo E com os receptores de LDL (LDLR, low-density lipoprotein

receptors) (Feingold, 2021).

A via enddgena é realizada pelo figado com a producdo de VLDL, sendo

responsavel pela manutencdo dos niveis basais de lipidios e regulada pela quantidade de
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quilomicrons. Semelhantemente ao que ocorre no intestino, a MTP conjuga os triglicerideos e
ésteres de colesterol com uma proteina estrutural Apo B-100 para formar as particulas de
VLDL. Na corrente sanguinea, as particulas de HDL doam as Apo E e C-I1 para as particulas
de VLDL, possibilitando a hidrolise dos triglicerideos pela LPL e formando as particulas de
IDL remanescentes. Em seguida, caso as particulas de IDL ndo sejam captadas pelo figado, as
particulas de HDL por meio da proteina de transferéncia de colesterol esterificado (CETP,
cholesteryl ester transfer protein) realiza a troca de ésteres de colesterol pelos triglicerideos das
particulas de IDL, fazendo com que estas diminuam de tamanho e se tornem particulas de LDL
(Feingold, 2021).

Desse modo, as particulas de LDL sdo praticamente constituidas de ésteres de
colesterol e Apo B-100 resultante do metabolismo das particulas de VLDL. Os tecidos
periféricos, sobretudo o figado, sdo responsaveis por captar as particulas de LDL por meio da
ligacdo da Apo B-100 aos LDLR. Dentro das células, os ésteres de colesterol sdo hidrolisados
em colesterol livre, que dependendo da demanda celular, serd utilizado para a sintese de
membranas, hormdnios esteroides ou producdo de novas particulas de VLDL no figado. A
quantidade de LDL absorvida pelos tecidos depende da expressédo dos LDLR, que séo regulados
pela quantidade de colesterol intracelular. Quando a concentragéo de colesterol diminui, fatores
de transcricdo nucleares sdo ativados levando a sintese de LDLR e da enzima HMG-CoA
redutase, enzima limitante da producdo de colesterol enddgeno. Entretanto, quando a
concentracdo aumenta, os fatores de transcricdo continuam inativos e os LDLR s&o degradados
pela acdo da enzima pro-proteina convertase subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9), resultando em

maiores niveis plasmatico de LDL (Feingold, 2021).

Até entdo, o sentido do metabolismo lipidico foi voltado para a entrega de
triglicerideos e colesterol para os tecidos periféricos, estando diretamente associado com o
desenvolvimento da obesidade e aterosclerose, o que classifica as particulas de quilomicrons,
VLDL, IDL e LDL como pré-aterogénicas. Em contrapartida, as particulas de HDL sdo
conhecidas por serem antiaterogénicas, pois sdo responsaveis pelo transporte reverso do
colesterol. Isso se da pela formacdo das particulas de HDL, onde a proteina membro 1 da
subfamilia A do cassete de ligagdo a ATP (ABCAL, ATP-binding cassette subfamily A member
1) presente nos tecidos periféricos retira colesterol livre e fosfolipidios da superficie das células
para conjugar com as Apo A-l sintetizadas no intestino e no figado, formando a pré-g HDL
(HDL nascente), uma particula discoidal pobre em contetdo interno. Em seguida, a maturacéo

da HDL depende da acdo da lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT, lecithin-cholesterol
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acyltransferase) que transfere o colesterol superficial para o interior da particula depois da
reacdo de esterificacdo e a obtencdo de triglicerideos em troca de colesterol esterificado pela
CETP. Por fim, as particulas de HDL séo captadas pelo figado através dos receptores scavenger
classe B tipo 1 (SR-BI, scavenger receptor class B member 1), conforme ilustrado na Figura 5
(Feingold, 2021).

Figura 5 — llustragdo do metabolismo de lipoproteinas.
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Fonte: Adaptado de Mach et al. (2020); CETP — proteina de transferéncia de colesterol esterificado; HDL —
lipoproteinas de alta densidade; IDL — lipoproteinas de densidade intermediéria; LDL — lipoproteinas de baixa

densidade; VLDL - lipoproteinas de muito baixa densidade.

As dislipidemias, por sua vez, sdo definidas como distarbios do metabolismo dessas
lipoproteinas, caracterizadas 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 associacdo com aumento de triglicerideos (hipertrigliceridemia). As causas
das dislipidemias podem ser de origem primaria, quando associadas as mutacGes ou aos
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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).

Apesar das dislipidemias secundarias serem as mais prevalentes na populagéo, as
dislipidemias primarias sdo irreversiveis e podem ser passadas para as proximas geracdes. As
dislipidemias primérias ainda podem ser divididas em monogénicas e poligénicas, quando se
trata da quantidade de alteragbes genéticas necessarias para se observar alteragdes de
lipoproteinas. Nesse sentido, as dislipidemias monogénicas sdo mais rastreaveis clinicamente
devido as suas alteracdes clinicas serem precoces, apresentarem histérico familiar, alteracGes
graves do perfil lipidico com sinais e sintomas patognoménicos e auséncia de fatores
secundarios. As principais mutac6es associadas as dislipidemias monogénicas estdo listadas no
Quadro 1 (Faludi et al., 2017; Mach et al., 2020).

Quadro 1 — Principais tipos de dislipidemias monogénicas.

Tipo Gene Alteracodes
Hipercolesterolemia familiar LDLR Auséncia ou ineficiéncia de LDLR
_ _ . Apo B-100 ineficiente para se ligar ao
Hipercolesterolemia familiar | Apo B-100
LDLR
Hipercolesterolemia familiar PCSK9 Aumento da atividade de PCSK9
_ o Atividade de LPL muito reduzida ou
Hipertrigliceridemias LPL
ausente
Hipertrigliceridemias Apo C-II Apo C-I1I ndo funcionante ou ausente
Hipertrigliceridemias Apo A-V Deficiéncia ou auséncia de Apo A-V
Apo A-l/
Hipoalfalipoproteinemia Apo C-111/ Auséncia de Apo A-1 e HDL muito baixo
Apo A-IV
Hipoalfalipoproteinemia Deficiéncia ou auséncia de HDL e de Apo
_ ABCA1
(Doenca de Tangier) A-l
Hipoalfalipoproteinemia LCAT Deficiéncia ou auséncia de LCAT

Fonte: Adaptado de Faludi et al. (2017); ABCAL — proteina membro 1 da subfamilia A do cassete de ligacéo a
ATP; Apo A-l — Apolipoproteina A-I; Apo C-Ill — Apolipoproteina C-I11; Apo A-IV — Apolipoproteina A-1V;
Apo A-V — Apolipoproteina A-V; Apo B-100 — Apolipoproteina B-100; Apo C-11 — Apolipoproteina C-11; HDL —
Lipoproteina de alta densidade; LCAT — Lecitina-colesterol aciltransferase; LDLR — Receptor de LDL; LPL —

Lipoproteina lipase; PCSK9 — Pré-proteina convertase subtilisina/kexina tipo 9.
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As dislipidemias poligénicas, por outro lado, sdo causadas pela somatdria de
variantes genéticas denominadas de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP, single-
nucleotide polymorphisms). Os SNP sdo variacGes genéticas que podem ocorrer tanto em
regides codificadoras (éxons) quanto em nao codificadoras (introns) de um determinado gene.
Embora individualmente essas alteragdes ndo exer¢cam um efeito significativo no perfil lipidico,
quando combinadas com outras alteracdes genéticas 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 mais investigados e relevantes sdo aqueles que

ocorrem em apolipoproteinas (Faludi et al., 2017; Yuan et al., 2020).

Desse modo, é importante destacar que os distirbios do metabolismo lipidico
podem desencadear silenciosamente alteracdes no endotélio vascular ao longo do tempo. Esse
processo é principalmente mediado pela ativacdo de macrofagos devido ao acimulo de
colesterol LDL oxidado (LDL-o0x). Tais modificacbes no endotélio vascular podem ter
repercussdes significativas na salde cardiovascular, ressaltando a relevancia de monitorar e
controlar adequadamente metabolismo lipidico para prevenir eventos cardiovasculares

isquémicos (Medina-Leyte et al., 2021).

Na Covid-19, além da tempestade de citocinas e do estado pro-trombético,
pesquisas sugerem que 0 SARS-CoV-2 pode interferir no metabolismo lipidico do hospedeiro,
resultando em dislipidemia. Embora os mecanismos subjacentes ainda néo estejam totalmente
compreendidos, estudos associaram a Covid-19 com uma diminui¢cdo do HDL-c e com um
aumento do LDL-c, o que esteve diretamente associado com o progndéstico dos pacientes (Parra
et al., 2023; Surma; Banach; Lewek, 2021).

Para uma compreensdo mais profunda das alteracdes lipidicas relacionadas a
infeccdo pelo SARS-CoV-2, € imprescindivel investigar os fatores genéticos que podem estar
envolvidos nesse processo. A analise de SNP pode fornecer informac6es valiosas sobre como
0 metabolismo lipidico do hospedeiro pode ser impactado pelo virus, permitindo uma
abordagem mais personalizada e direcionada no tratamento e prevencdo das complicacdes

cardiovasculares associadas a Covid-19.
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1.5 Apolipoproteinas e os polimorfismos rs670 e rs693

As apolipoproteinas (Apo) sdo proteinas estruturais das

lipoproteinas e

responsaveis por realizar a estabilizacdo, a ligacdo ao receptor, a orientacdo da formacédo da

lipoproteina e a atuagdo como ativador ou inibidor de enzimas envolvidas no metabolismo

lipidico (Feingold, 2021). Desse modo, as apolipoproteinas séo cruciais para o metabolismo das

lipoproteinas, existindo varios tipos conforme o Quadro 2.

Quadro 2 — Tipos de apolipoproteinas e suas fungdes.

Tipos Fontes Lipoproteinas Funcdes
Figado e Proteina estrutural da HDL e ativa
Apo A-I ) ] HDL e Qms
intestino LCAT
) Proteina estrutural da HDL e ativa a
Apo A-lI Figado HDL e Qms ] .
lipase hepatica
Apo A-IV | Intestino HDL e Qms Desconhecida
. Promove a hidrélise de TG
Apo A-V Figado HDL, VLDL e Qms ] ] o
mediada por lipoproteina lipase
Apo B-48 | Intestino Qms Proteina estrutural de quilomicrons
) Proteina estrutural da LDL e ligante
Apo B-100 | Figado | VLDL, IDL,LDLeLp (a)
do receptor de LDL
Apo C-I Figado HDL, VLDL e Qms Ativa LCAT
Apo C-l11 Figado HDL, VLDL e Qms Ativa lipoproteina lipase
] Inibe lipoproteina lipase e captacdo
Apo C-111 Figado HDL, VLDL e Qms ] )
de lipoproteinas
Apo E Figado HDL, VLDL, IDL e Qms Ligante do receptor de LDL
Apo (a) Figado Lp (@) Inibe a ativacdo do plasminogénio

Fonte: Adaptado de Feingold (2021); HDL — Lipoproteina de alta densidade; IDL — Lipoproteina de densidade

intermediaria; LCAT — Lecitina-colesterol aciltransferase; LDL — Lipoproteina de baixa densidade; Lp (a) —

Lipoproteina (a); Qms — Quilomicrons; TG — Triglicerideos; VLDL — Lipoproteina de muito baixa densidade.
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Na busca por biomarcadores com melhor predicéo de risco cardiovascular, cada vez
mais estudos associam as concentracGes de apolipoproteinas e seus polimorfismos com o
desenvolvimento de doenga cardiaca coronariana e eventos isquémicos (Richardson et al.,
2020). A exemplo da presenca da Apo (a) que caracteriza a lipoproteina (a), uma particula
semelhante a LDL que possui a Apo (a) ligada covalentemente por ligacdo de dissulfeto a Apo
B-100. Apesar dos mecanismos desconhecidos, possivelmente, a Lp (a) aumenta 0 risco
cardiovascular devido a interferéncia na sua absor¢édo pelo figado ou pelos tecidos periféricos
por meio do impedimento da ligacdo da Apo B-100 aos LDLR, levando assim a uma maior

meia-vida plasmatica de colesterol oxidado (Gilliland et al., 2023).

Tendo em vista que os mecanismos fisiopatoldgicos das dislipidemias afetam o
sistema cardiovascular de modo lento e silencioso, para a avaliacdo do risco cardiovascular por
meio dos parametros do metabolismo lipidico, faz-se necessério observar os papeis de cada
lipoproteina, das apolipoproteinas e de sua meia-vida plasmatica. Nesse sentido, as particulas
de LDL se destacam como pré-aterogénicas devido a entrega de colesterol para os tecidos
periféricos realizado por meio da ligacdo da Apo B-100 aos LDLR. Ja as particulas de HDL se
destacam como antiaterogénicas devido a retirada de colesterol e triglicerideos dos tecidos e da
circulacdo sanguinea por meio das acGes da Apo A-1. Nos dois casos, as lipoproteinas possuem
acOes antagdnicas e tempos de meias-vidas mais longos, variando entre 3 e 5 dias (Pownall et
al., 2016; Sanchez-Quesada; Pérez, 2013).

Nesse sentido, estudos destacam a relevancia da Apo A-1 e da Apo B na
determinacdo do risco cardiovascular como alternativas frente aos parametros tradicionais.
Alguns pesquisadores acreditam que as concentracdes de Apo A-1 e Apo B refletem de forma
mais precisa 0 equilibrio entre as lipoproteinas antiaterogénicas e pro-aterogénicas,
respectivamente (Marston et al., 2022; Ohtani; Nirengi; Sakane, 2020). Além da determinacédo
das concentracdes séricas, polimorfismos nos genes dessas apolipoproteinas estdo associados
com quadros de hiperlipidemia, hipertrigliceridemia e perfil pro-aterogénico (Niu et al., 2017;
Zhao et al., 2021).

Os SNP representam cerca de 90% das altera¢fes génicas e estdo associados com o
surgimento de diversas sindromes metabdlicas, a exemplo das dislipidemias poligénicas, onde
0 rs670 da Apo A-l e 0 rs693 da Apo B estdo dentre os mais estudados (Oliveira; Boery, 2018).
O gene da Apo A-l possui 2.200 bases e esta localizado no braco longo do cromossomo 11
(11g23.3). O SNP rs670 foi identificado devido a alteracdo -75G>A a montante no RNA

mensageiro (RNAm), resultado da substitui¢do de uma citosina (C) por uma timina (T) no gene
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da Apo A-I. Embora essa mudanca de bases ocorra em uma regido intrénica, ou seja, nao
codificadora para a Apo A-l, ha a possibilidade de influenciar a regulacdo da expressao da
proteina durante a fase de maturacdo do RNAm, conhecida como splicing. Isso significa que
mesmo néo afetando diretamente a sequéncia da proteina, 0 SNP rs670 pode desempenhar um
papel na modulagéo do processo de splicing, que pode ter implicagGes funcionais na expressao
e atividade da Apo A-1 (NCBI, 2022a; Xiong et al., 2015).

Ja o gene responsavel pela codificacdo das proteinas Apo B (B-48 e B-100) possui
um total de 42.645 bases e esta localizado no bracgo curto do cromossomo 2 (2p24.1). O SNP
rs693 foi identificado devido a alteracdo na posicdo 7545C>T do RNAm, resultado da
substituicdo de uma guanina (G) por uma adenina (A) no gene da Apo B. E importante destacar
que, apesar dessa troca de bases ocorrer em uma regido codificadora para a Apo B, a alteracdo
é considerada silenciosa, o que significa que ndo ha alteracdo do aminoacido resultante da
codificacdo. Nesse caso especifico, a mudanca ndo afeta a treonina (T) na posicdo 2515
(p.T2515T), podendo afirmar que ndo ha impacto direto na sequéncia da proteina (NCBI,
2022b).

A fim de conhecer as doengas e disturbios em que 0os SNP rs670 e rs693 estdo
associados, foi realizado uma revisao integrativa na base de dados dbSNP Reference SNP
(RefSNP) da National Library of Medicine que reline todos os artigos publicados até setembro
de 2022 sobre cada polimorfismo (NCBI, 2022b; a). Para avaliar as publicagfes mais recentes,
foi realizado uma busca na base de dados LitVar 2.0, que retne as publicacfes do PubMed
Central (Allot et al., 2023). Foram incluidos artigos que avaliaram os polimorfismos rs670 e
rs693 publicados em qualquer idioma nessas duas bases de dados e foram excluidos os artigos
de revisdo, exceto meta-analises, ou aqueles que nao estavam publicados no formato completo,
impossibilitando a andlise critica da metodologia e dos resultados. As publicagdes resultantes

desse processo foram sintetizadas e dispostas em ordem cronoldgica nos Quadros 3 e 4.
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Referéncia

Titulo

Tipo de estudo

Frequéncia
doalelo T
(%)

Principais achados

(Liu et al., 2009)

Pharmacogenetic association of the
APOA1/C3/A4/A5 gene cluster and lipid
responses to fenofibrate: the genetics of

lipid-lowering drugs and diet network
study

Coorte

16,0

Né&o foi encontrado associacdo do
polimorfismo com alteracdes da
reposta do metabolismo lipidico ao
tratamento com fenofibrato.

(Mattei et al., 2011)

The APOA1/C3/A4/A5 cluster and
markers of allostatic load in the Boston
Puerto Rican Health Study

Longitudinal

15,75

A presenca do alelo T esteve
associada com maior circunferéncia
abdominal em individuos saudaveis
que se alimentam com baixo teor de

gordura.

(Rudkowska et al.,
2013)

Omega-3 fatty acids, polymorphisms and
lipid related cardiovascular disease risk
factors in the Inuit population

Retrospectivo

NA

Né&o foi encontrado associacdo do
polimorfismo com alteragfes do
metabolismo lipidico em individuos
que ingeriam omega-3.

(Hsu et al., 2013)

The dyslipidemia-associated SNP on the
APOA1/C3/A5 gene cluster predicts post-
surgery poor outcome in Taiwanese
breast cancer patients: a 10-year follow-
up study

Coorte

35,87

A presenca do alelo T esteve
associada com fen6tipo desfavoravel e
0 gendtipo TT esteve associado com
pior progndstico em pacientes com
cancer de mama.

(Swanson et al., 2015)

Lower plasma apolipoprotein Al levels
are found in Parkinson's disease and
associate with apolipoprotein Al
genotype

Coorte

16,8

A presenca do alelo T esteve
associada com niveis mais altos de
Apo A-1 em individuos saudaveis e

com doenca de Parkinson. J& o
gendtipo CC esteve associado com a
doenca de Parkinson.
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Interactions of Environmental Factors
and APOA1-APOC3-APOA4-APOA5S

A presenca do alelo T esteve

(Wuretal., 2016) Gene Cluster Gene Polymorphisms with Transversal 26,3 associado com SM na China
Metabolic Syndrome
Replication of association of the A presenca do alelo T esteve
(Rasheed et al., 2016) | apolipoprotein A1-C3-A4 gene cluster Retrospectivo 26,5 associada a um maior risco de gota em
with the risk of gout polinésios.
A presenca do alelo T esteve
The Effect of Interactions of Single associada com SM em individuos que
(Hosseini-Esfahani et Nucleotide Polymorphisms of Caso-controle 9.0 consumiam acgucar e peixe. Em
al., 2017) APOA1/APOC3 with Food Group Intakes ’ controvérsia, o alelo T associado a um
on the Risk of Metabolic Syndrome consumo maior de acUcar teve papel
protetor.
The association between apolipoprotein
(Wang, Y. et al A1-C3-A5 gene cluster promoter A presenca do alelo T esteve
9, Y- N polymorphisms and risk of ischemic Caso-controle 28,0 associada com o risco de AVC
2017) : : A
stroke in the northern Chinese Han isquémico.
population
Interactions of six SNPs in APOA1 gene A presenca do alelo T esteve
(Wang, X. et al., and types of obesity on low HDL-C P ¢adoa .
. e Transversal 17,2 associada com niveis mais elevados
2017) disease in Xinjiang pastoral area of q hi
China e HDL-c em chineses.
Interactions among genes involved in A presenca do alelo C esteve
reverse cholesterol transport and in the associada com dislipidemia. Ja o
(Wang, X. etal., . | f . | o iad
2018) response to environmental factors in Caso-controle 16,1 genotipo TT esteve associado com

dyslipidemia in subjects from the
Xinjiang rural area

niveis alto de TG em individuos
saudaveis.




Quadro 3 — Artigos que associam 0 SNP rs670 (Apo A-1) com desordens metabdlicas (conclusao).

35

(Luis et al., 2018)

The association of the rs670 variant of
APOAL1 gene with insulin resistance and
lipid profile in morbid obese patients
after a biliopancreatic diversion surgery

Prospectivo

15,0

A presenca do alelo T esteve
associada com aumento de HDL-c e
HOMA-IR, e diminuig&o de insulina

em individuos com obesidade grau Ill
e ndo diabéticos.

(Dominguez-Diaz et
al., 2022)

Association of SNP rs5069 in APOA1
with Benign Breast Diseases in a
Mexican Population

Transversal

34,7

O genotipo TT esteve associado com
nodulos benignos na mama na
populacdo mexicana.

(Supajaree et al.,
2022)

Association between ApoAl Gene,
Plasma Lipid Profile, hsCRP Level, and
Risk of Arterial Stiffness in Thai Elderly

Transversal

28,17

A presenca do alelo T esteve
associada com niveis mais elevados
de HDL-c e baixo de PCR-us e menor
risco de rigidez arterial em idosos
tailandeses.

(Krishnamurthy et al.,
2023)

Influence of genetic polymorphisms on
serum biomarkers of cardiac health

Retrospectivo

19,0

A presenca do alelo T esteve
associada com diminuicao de CT,
MPO, NT-proBNP e aumento de
PCR-us em individuos saudaveis.

AVC — Acidente vascular cerebral; CT — Colesterol total; HDL-c — Colesterol de lipoproteinas de alta densidade; LDL-c — Colesterol de lipoproteinas de baixa densidade;

HOMA-IR — Avaliacdo do modelo de homeostase-resisténcia a insulina; MPO — Mieloperoxidase; NA — N&o apresentado; NT-proBNP — N-terminal pré Peptideo natriurético
tipo b; PCR-us — Proteina C reativa ultrassensivel; SM — Sindrome metabdlica; TG — Triglicerideos.
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Frequéncia
Referéncia Titulo Tipo de estudo | doalelo A Principais achados
(%)
Six new loci associated with blood low-
: o . . A presenga do alelo A esteve
(Kathiresan et al., density lipoprotein cholesterol, high- A o .
L . GWAS 48,0 associada com niveis mais elevados
2008) density lipoprotein cholesterol or
. . de LDL-ce TG.
triglycerides in humans
i . A presenca do alelo A esteve
(Sandhu et al., 2008) LDL cholest_erol concentrations: a GWAS 47,0 associada com as concentracdes de
genome-wide association study LDL-c
Gene_tlc variants m_vqlved n ga!lstone O genotipo AA esteve associado com
. formation and capsaicin metabolism, and . . .
(Béez et al., 2010) . 3 . Caso-controle 26,3 menor risco de cancer de vesicula
the risk of gallbladder cancer in Chilean . i
biliar em mulheres chilenas.
women
: . Apolipoprotein B genetic variants modify - O alelo A néo esteve associado com
(Wojczynski et al., the response to fenofibrate: a GOLDN Clm'.c 0 48,9 alteracdes de TG em resposta ao
2010) randomizado )
study fenofibrato.
Serum vitamins A and E as modifiers of
lipid trait genetics in the National Health A presenca do alelo A em associagéo
(Dumitrescu et al., and Nutrition Examination Surveys as GWAS NA com vitaminas A e E estiveram
2012) part of the Population Architecture using associadas com as concentracdes de
Genomics and Epidemiology (PAGE) LDL-ce TG.
study
Impact of variants within seven candidate O genotipo AA esteve associado com
(Vrablik et al., 2012) P Caso-controle 51,89 dislipidemia. O polimorfismo néo

genes on statin treatment efficacy

impactou na resposta as estatinas.
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Association Between Apolipoprotein B
Xbal Polymorphism and Coronary Heart

A presenca do alelo A esteve
associada com maior risco de

(Chen etal., 2016) Disease in Han Chinese Population: A Meta-analise NA desenvolvimento de doenga cardiaca
Meta-Analysis coronaria na populacédo chinesa.
Uncoupling associations of risk alleles A presenga do alelo A esteve
Kulminski et al., with endophenotypes and phenotypes: associacdo com niveis maiores de CT,
GWAS 50,42
2017) insights from the ApoB locus and heart- ’ mas apresentou divergéncias em
related traits relacdo ao infarto do miocérdio.
Apolipoprotein B Gene Polymorphisms O polimorfismo néo foi associado
(Kodogo et al., 2016) | and Dyslipidemia in HIV Infected Adult Transversal 14,0 com dislipidemia de pacientes com
Zimbabweans HIV.
Polygenic hypercholesterolemia:
examples of GWAS results and their O gendtipo AA esteve associado com
(Hubacek et al., 2017) replication in the Czech-Slavonic GWAS 48,29 niveis alto de LDL-c.
population
Associations of the APOB rs693 and %R/ c;lilénrﬁg‘igsg:gvfég\ée deelszocc:ago_lggm
(Niu et al., 2017) rs17240441 polymorphisms with plasma Meta-anélise NA o PO B, 15,
o ) ) CT e LDL-c, e niveis mais baixos de
APOB and lipid levels: a meta-analysis HDL-c
| solymorphisms withschemic sirake risk A presenca do alelo A esteve
(Xiao et al., 2017) . . " | Caso-controle 9,0 associada com maior risco de AVC
a case-control study in a Chinese Han qUBMICo
population g )
Variants in the APOB gene was
associated with Ischemic Stroke A presenca do z_alelo_ A esteve
(Zhou et al., 2017) Caso-controle 8,9 associada com maior risco de AVC

susceptibility in Chinese Han male
population

isquémico.
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(Wang, Y. T. etal.,
2018)

Association between apolipoprotein B
genetic polymorphism and the risk of
calcific aortic stenosis in Chinese
subjects, in Xinjiang, China

Caso-controle

30,1

A presenca do alelo A esteve
associada com niveis mais elevados
de CT e maior risco de estenose
aortica calcificada.

(Tamburus et al.,
2018)

Apolipoprotein B and angiotensin-
converting enzyme polymorphisms and
aerobic interval training: randomized

controlled trial in coronary artery

disease patients

Clinico
randomizado
controlado

43,75

A presenga do alelo A esteve
associada com niveis elevados de
LDL-c e Apo B em pacientes com

doenca cardiaca coronariana. Apés 16
semanas de treino, associou-se com
TG e Apo A-l.

(Hao et al., 2018)

The relationship between apolipoprotein
genes polymorphisms and susceptibility
to osteonecrosis of the femoral head: a

meta-analysis

Meta-analise

NA

O polimorfismo ndo esteve associado
com suscetibilidade a osteonecrose da
cabeca femoral.

(Karami;
Salahshourifar;
Houshmand, 2019)

The Study of rs693 and rs515135 in
APOB in People with Familial
Hypercholestrolemia

Caso-controle

16,67

O alelo G esteve mais frequente em
individuos com hipercolesterolemia
familiar.

(Chen et al., 2018)

Lipid Transporter Activity-Related
Genetic Polymorphisms Are Associated
With Steroid-Induced Osteonecrosis of
the Femoral Head: An Updated Meta-

Analysis Based on the GRADE
Guidelines

Meta-analise

NA

O polimorfismo esta associado com
maior risco de osteonecrose da cabeca
femoral induzida por esteroides,
apesar de poucas evidéncias.

(Yang; Jing; Yang,
2019)

Association between genetic
polymorphisms and osteonecrosis in
steroid treatment populations: a detailed
stratified and dose-response meta-
analysis

Meta-analise

NA

A presencga do alelo A esteve
associada com maior risco de
osteonecrose da cabeca femoral
induzida por esteroides.
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(Mendoza-Torres et

Distribution of polymorphism rs693 of

O polimorfismo néo esteve associado
com o perfil lipidico e nem com o

2021)

among female students at King Abdulaziz
University

al., 2019) ApoB gene mCZ ?ﬁ)rggéen ;)f Colombian Transversal 36,0 indice de massa corporal de
caribenhos.
Association of Common Single
(Chauhan; Mittal; Nucleotide Polymorphisms of Candidate Meta-analise NA O polimorfismo teve associacdo com
Mittal, 2020) Genes with Gallstone Disease: A Meta- menor risco de célculos biliares.
Analysis
- O gendtipo AA esteve associado com
(Alves et al., 2020) J\Zelﬁ? dOBrc:?i?g?)fplgIr);r;i?i;pnhlc;rgelrma%icli Transversal 37,81 niveis mais elevados de CT e LDL-c
piap em idosos brasileiros.
Impact of genetic variants of ABCB1, A presenca do alelo A no esteve
. APOB, CAV1, and NAMPT on presenc; :
(Li et al., 2020) susceptibility to pancreatic ductal Caso-controle 5,93 associada com o risco de
adenocarcinoma in Chinese patients adenocarcinoma do ducto pancreatico.
High levels of chemerin associated with O genétino AA esteve associado com
. variants in the NOS3 and APOB genes in genotipo .
(Batista et al., 2020) rural nooulations of Ouro Preto. Minas Transversal 26,86 niveis mais elevados de quemerina,
pop Gerais. Brazil ' uma adipocina associada com SM.
Association of apolipoprotein B Xbal
v (rs693) polymorphism and gallstone - A presenca dq ale!o A esteye
(Zhu; Yu; Feng, 2021) disease risk based on a comprehensive Meta-analise NA associada com maior risco de célculos
analysis P biliares.
Prevalence of ApoB100 rs693 gene A presenca do alelo A esteve
(Alghamdi et al., polymorphism in metabolic syndrome \ P ¢a do alel
Transversal 47,0 associada com maior risco de SM em

jovens do sexo feminino.
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(Gélvez et al., 2021)

Single Nucleotide Polymorphisms in
Apolipoprotein B, Apolipoprotein E, and
Methylenetetrahydrofolate Reductase Are

Associated With Serum Lipid Levels in
Northern Chilean Subjects. A Pilot Study

Transversal

42,0

A presenca do alelo G esteve
associado com niveis mais reduzidos
de CT e elevados de HDL-c.

(Nicchio et al., 2021)

Polymorphisms in Genes of Lipid
Metabolism Are Associated with Type 2
Diabetes Mellitus and Periodontitis, as

Comorbidities, and with the Subjects’

Periodontal, Glycemic, and Lipid

Profiles

Transversal

37,0

O polimorfismo néo esteve associado

com risco de periodontite e distarbios

do metabolismo lipidico em pacientes
diabéticos.

(Dominguez-Diaz et
al., 2022)

Association of SNP rs5069 in APOA1
with Benign Breast Diseases in a
Mexican Population

Transversal

44,7

O polimorfismo ndo esteve associado
com nodulos benignos na mama na
populacdo mexicana.

AVC — Acidente vascular cerebral; CT — Colesterol total; GWAS — Estudo de associagdo gendmica ampla; HDL-c — Colesterol de lipoproteinas de alta densidade; LDL-c —
Colesterol de lipoproteinas de baixa densidade; NA — Nao apresentado; SM -Sindrome metabodlica; TG — Triglicerideos.
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Com base em 15 artigos abordando o SNP rs670 (Apo A-I) e 29 artigos referentes
ao SNP rs693 (Apo B), é possivel inferir que existem associacOes entre esses polimorfismos e
os disturbios do metabolismo lipidico, assim como um maior risco cardiovascular. No entanto,
é importante notar que essas associacdes apresentam variacdes significativas de acordo com a
localizacdo geografica e as caracteristicas da amostra populacional analisada. Desse modo, mais
pesquisas devem ser realizadas buscando direcionar seus esforgos para descrever com preciséo
as distribuicbes genotipicas desses polimorfismos nas diferentes populacdes e estabelecer
ligacGes solidas com o metabolismo lipidico e fatores ambientais relevantes, tais como

infecgBes, condicdes inflamatorias e estilo de vida.

O presente trabalho, por sua vez, busca avaliar a associacdo desses polimorfismos
genéticos com parametros do metabolismo lipidico e de ativacdo endotelial em pacientes com
Covid-19. Essa pesquisa é relevante devido a lacuna sobre as associa¢des dos SNP rs670 e
rs693 na populacdo brasileira e dadas as complexas interacfes entre fatores genéticos
ambientais. O Brasil, com sua vasta diversidade étnica e genética, proporciona um cenario
propicio para investigar como os polimorfismos de apolipoproteinas podem contribuir para a
predisposicdo do sistema cardiovascular e influenciar a resposta do organismo ao SARS-CoV-
2.
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2 JUSTIFICATIVA

A Covid-19 ¢ caracterizada por fisiopatologia inflamatoria e pro-trombotica,
impulsionada pela resposta imunologica exagerada desencadeada pela citotoxicidade e pelos
mecanismos de escape imunoldgico do SARS-CoV-2 (Silva et al., 2021). As complicagdes
envolvendo o sistema cardiovascular, como miocardite, estresse cardiopulmonar, embolia
pulmonar, insuficiéncia cardiaca e infarto agudo do miocéardio, foram associadas a pior
prognostico e morte. Essas complicacdes afetam predominantemente pacientes com idade
avancada (acima de 70 anos) com sindromes metabdlicas, que afetam diretamente a funcéo
endotelial (Zhao et al., 2023).

Entre as sindromes metabolicas, as dislipidemias sdo caracterizadas por causar
ativacdo endotelial, estresse oxidativo e aterosclerose (Faludi et al., 2017). A ativagéo endotelial
causada por alteragdes nos niveis de lipoproteinas séricas esta associada a formacéao de células
espumosas na camada intima do vaso e leva a inflamacdo cronica e silenciosa causada pelo
aumento de NF-xB, IL-1pB, IL-6, IL-18, TNF-a e expressdo da molécula de adesdo celular
vascular-1 (VCAM-1), que desempenham um papel fundamental nos mecanismos de eventos
cardiovasculares (Medina-Leyte et al., 2021).

O SARS-CoV-2 afeta diretamente as células endoteliais e leva a mecanismos de
apoptose e piroptose, como a ativacdo do inflamassoma NLRP3 (NOD-, LRR-, and pyrin
domain-containing protein 3) (Lopez-Reyes et al., 2020). A presenga do virus nas células e a
regulacao positiva de padr6es moleculares associados a danos resultam na hiperativacdo da
resposta imune, levando a uma tempestade de citocinas, incluindo IL-1p, IL-6, IL-18, TNF-a e
interferon gama (IFN-y) (Nasab et al., 2023). A Covid-19 também tem sido associada a
dislipidemia mesmo em estagios iniciais, com os niveis séricos de colesterol e apolipoproteinas
sendo associados a gravidade da doenca, particularmente em relacdo as lipoproteinas de baixa
densidade (LDL-c) e as lipoproteinas de alta densidade (HDL-c) (Surma; Banach; Lewek, 2021;
Ulloque-Badaracco et al.,, 2021). O SARS-CoV-2 pode regular negativamente o receptor
scavenger B tipo 1 (SR-BI), resultando em maior ativacdo de macrofagos e aumentando
possivelmente a sintese de colesterol e citocinas pro-inflamatdrias por meio da ativacdo da

proteina de ligacdo ao elemento regulador de esterol-2 (Alkazmi et al., 2023; Lee et al., 2020).

As dislipidemias podem resultar de uma combinagdo de fatores ambientais e
genéticos. As dislipidemias poligénicas, em particular, geralmente resultam da interacéo entre

polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) e fatores ambientais, como infecgdes e estilo de vida



43

(Faludi et al., 2017). Considerando as associa¢Ges do SNP rs670 (apolipoproteina A-1) e rs693
(apolipoproteina B) com distarbios de lipoproteina sérica, pardmetros antropométricos e
eventos cardiovasculares em algumas populacdes, e a possivel participacéo de fatores genéticos
na explicacdo da heterogeneidade da Covid-19, este estudo assume um papel inovador ao
investigar a associacdo do SNP rs670 e rs693 com lipoproteinas séricas e ativacdo endotelial
em pacientes ambulatoriais de Covid-19 de uma amostra populacional brasileira (Alves et al.,
2020; Hsu et al., 2013; Luis et al., 2019).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a associacdo dos polimorfismos de Apolipoproteina A-I (rs670) e B (rs693)
com lipoproteinas séricas e ativacdo endotelial em pacientes com Covid-19 atendidos em

Unidade Sentinela da cidade de Fortaleza-Ceara/Brasil.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar as alteracBes dos parametros laboratoriais do metabolismo lipidico e VCAM-1
em pacientes com Covid-19;

e Analisar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos rs670 e rs693 em
individuos saudaveis e em pacientes com Covid-19;

e Verificar a associacdo entre os polimorfismos rs670 e rs693 e as alteracGes dos

parametros do metabolismo lipidico e VCAM-1 em pacientes com Covid-19.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo, periodo e aspectos éticos

O presente trabalho trata-se de um estudo observacional, analitico e transversal. O
periodo de recrutamento dos participantes da pesquisa compreendeu de fevereiro a julho de
2021, momento em que ocorria a segunda onda de casos de Covid-19 ainda sem disponibilidade
de vacinas para a populagdo. O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Ceara (CEP/UFC) sob n.° 4505911 conforme anexo A. Todos 0s
participantes aceitaram participar voluntariamente da pesquisa assinando o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) que se encontra em anexo B.

4.2 Populacdo, amostra e critérios de inclusdo e excluséo

Este trabalho analisou 167 individuos, incluindo 86 pacientes ambulatoriais de
Covid-19 e 81 individuos saudaveis (grupo controle) pareados por sexo e idade. O grupo
controle consistiu em individuos saudaveis recrutados antes da pandemia de Covid-19. Os
pacientes ambulatoriais de Covid-19 tinham entre 18 e 60 anos de idade e estavam com
sindrome respiratoria aguda grave por quatro a sete dias quando procuraram tratamento em uma
unidade ambulatorial de referéncia na cidade de Fortaleza-Cear&/Brasil. O diagndstico para a
Covid-19 foi realizado em uma unidade de atencdo primaria a satide (UAPS) de Fortaleza, que
durante o periodo pandémico realizou servicos de testagem da populacdo assintomatica e
sintomética (Fortaleza, 2022). Foram diagnosticados com Covid-19 aqueles individuos com
resultado positivo para o teste RT-gPCR (Reverse Transcription-quantitative Polymerase
Chain Reaction) para 0 SARS-CoV-2 em amostras de swab orofaringeo e gque estivessem ou

ndo com sindrome respiratdria aguda (Xavier et al., 2020).

Todos os participantes responderam ao questionario estruturado que se encontra em
anexo C e doaram voluntariamente duas amostras de 5 mL de sangue sem jejum. A coleta das
amostras foi realizada por profissional habilitado em tubo a vacuo com ativador de coagulo
para obtencdo do soro e em tubo a vacuo com &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA,
ethylenediamine tetra-acetic acid) para a obtencdo do sangue total (Vacuette®, S&o Paulo,
Brasil). Posteriormente, as amostras foram enviadas ao Laboratério de Andlises Clinicas e

Toxicoldgicas Prof. Dr. Eurico Litton Pinheiro de Freitas (LACT), onde foram aliquotadas em
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microtubos e armazenadas em temperatura de —80 °C. Foram adotados como critérios de
exclusdo possuir diagnéstico de hipertenséo, diabetes, dislipidemia, doenca cardiovascular, uso
de corticosteroides, triglicerideos > 400 mg/dL (inviabilizando o calculo do LDL-c pela férmula

de Friedewald) ou historico prévio de Covid-19.

4.3 Parametros laboratoriais

Amostras de soro foram utilizadas para as dosagens de colesterol total (CT),
colesterol associado a lipoproteina de alta densidade (HDL-c) e triglicerideos (TG) por método
enzimatico-colorimétrico (Bioclin®, Belo Horizonte, Brasil); Apolipoproteinas A-1 e B (Apo
A-l e Apo B) por método imunoturbidimétrico (Randox®, Crumlin, Reino Unido) e VCAM-1
soltvel por ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay)
pelo kit Human VCAM-1/CD106 (R&D Systems®, Minneapolis, USA). O colesterol associado
a lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) foi calculado pela formula de Friedewald, quando
TG < 400,0 mg/dL, representada pela formula (1) (Friedewald; Levy; Fredrickson, 1972). J& o
colesterol ndo associado a lipoproteina de alta densidade (ndo-HDL-c) foi calculado pela
formula (2) (Faludi et al., 2017).

LDL-c = CT - HDL-c + TG/5 (1)

ndo-HDL-c = CT — HDL-c (2)

As dosagens enzimatico-colorimétricas e imunoturbidimétricas foram realizadas
utilizando o espectrofotdmetro automatico BM-200 (Vyttra®, Sdo Paulo, Brasil) e foram
adotados os valores de referéncia dos parametros CT, HDL-c, ndo-HDL-c, LDL-c e TG para
condigdes sem jejum estabelecidos pela Diretriz da Sociedade Brasileira de Cardiologia como

pardmetros de interpretacdo, conforme disposto no Quadro 5 (Faludi et al., 2017).



Quadro 5 — Valores referenciais e de alvo terapéutico do perfil lipidico (adultos > 20 anos).

. Com jejum Sem jejum ]
Parametros Categoria*
(mg/dL) (mg/dL)

CT <190 <190 Desejavel

HDL-c >40 >40 Desejavel

TG <150 <175 Desejavel
LDL-c <130 <130 Risco baixo
ndo-HDL-c <160 <160 Risco baixo

Fonte: Adaptado de Faludi et al. (2017). *estabelece o alvo terapéutico conforme o risco cardiovascular. CT —
colesterol total; HDL-c — colesterol de lipoproteina da alta densidade; LDL-c — colesterol de lipoproteina de baixa

densidade; ndo-HDL-c — colesterol ndo associado a lipoproteina de alta densidade; TG — triglicerideos.

4.4 Analises dos polimorfismos rs670 (Apo A-1) e rs693 (Apo B)

4.4.1 Extracdo do DNA genémico (gDNA)

As andlises genéticas foram realizadas utilizando amostras de DNA
(deoxyribonucleic acid) genémico (gDNA, genomic DNA) obtidas a partir de células
sanguineas nucleadas (leucécitos) por meio da utilizaco do kit de extracdo PureLink® Genomic
DNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). De acordo com as especificacdes
do fabricante o processo de extragdo possui 4 etapas principais: lise celular, ligacdo, lavagem e
eluicdo do DNA.

Etapa 1 — Lise celular: em um microtubo sdo adicionados 200 pL de sangue total,
20 pL de proteinase K, 20 uL de RNAse A e 200 pL de tampéo de lise, em seguida, faz-se a
homogeneizacdo e incubacgdo a banho seco a 55 °C durante 10 minutos, para que ocorra a
digestdo das proteinas e de RNA. Apos a incubacéo, adiciona-se 200 uL de etanol a 96-100%

e faz-se a homogeneizacdo para que ocorra a precipitacdo do DNA gendmico.

Etapa 2 — Ligacdo do DNA: todo o volume do lisado foi transferido para uma coluna

de fase sélida e forcado a passar por centrifugacéo a 10.000 rpm por 1 minuto.

Etapa 3 — Lavagem do DNA: com o DNA ligado a coluna de fase solida, realizou-
se duas lavagens com 500 pL de tampdo de lavagem, cada lavagem foi realizada por

centrifugacgdo a 10.000 rpm, sendo a primeira por 1 minuto e a segunda por 3 minutos.
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Etapa 4 — Eluicdo do DNA: para recuperar o DNA ligado & coluna de fase sélida,
realizou-se a eluicdo do DNA com 100 pL do tampé&o de elui¢do para um microtubo estéril.
Essa etapa por realizada duas vezes para garantir uma melhor recuperacdo do DNA, sendo

também realizado por centrifugacédo a 10.000 rpm por 1 minuto.

Ao final da etapa 4, obtém-se o gDNA, o qual teve sua concentracdo quantificada
por espectrofotdmetro de microvolume NanoDrop® 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA). A concentracdo de DNA em ng/uL foi quantificada a partir da absorbancia a 260 nm e
para verificar a pureza em relacéo as proteinas, foi determinado a razéo das absorbancias a 260
e 280 nm, sendo considerado aceitavel valores > 1,8 (ThermoFisher, 2012).

4.4.2 Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR)

A reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR, quantitative polymerase
chain reaction) se baseia na amplificacdo de uma sequéncia génica associada a fluorescéncia
de um fluoroforo especifico ou inespecifico, o que possibilita a visualizacdo em tempo real do
progresso da reacdo a cada ciclo. A reacdo para identificacdo de polimorfismos de nucleotideo
unico (SNP) se baseia na utilizacdo de sondas fluorescentes que possuem de forma

complementar a mesma sequéncia génica especifica para cada alelo.

Nesse trabalho, foram utilizadas sondas fluorescentes TagMan® SNP Genotyping
Assays (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) que possuem na extremidade 5° — 0S
fluoroforos e na extremidade 3’ — um quencher supressor de fluorescéncia. A emisséo de
fluorescéncia ocorrera quando a enzima DNA polimerase (TagMan) encontra a sonda anelada
ao gene de contexto durante a extensdo da fita complementar e, por meio da sua acdo

exonuclease, realiza a hidrélise da sonda liberando o fluoréforo.

As reacBes foram realizadas no termociclador CFX 96® Real Time System (Bio-Rad
Laboratories, California, USA) com a utilizagdo de sondas de fluorescéncias verde (VIC: 6-
carboxifluoresceina; Aemissaio = 552 nm) e azul (FAM: 2'-cloro-7’-fenil-1,4-dicloro-6-carboxi-
fluoresceina; Aemissio = 519 nm). Onde, para a identificacdo dos alelos do SNP rs670 foi utilizado
a fluorescéncia VIC para o alelo selvagem C e a fluorescéncia FAM para o alelo polimérfico
T, ja para a identificacdo dos alelos do SNP rs693 foi utilizado a fluorescéncia FAM para o

alelo selvagem G e a fluorescéncia VIC para o alelo polimdrfico A, conforme a Figura 6.
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Figura 6 — Sequéncias génicas de contexto e fluor6foros para os SNP rs670 (Apo A-1) e rs693 (Apo B).
Sequéncia génica de contexto do rs670

5"..GCTGGGAGGCTGATAAGCCCAGCCC|C/T|GGCCCTGTTGCTGCTCACTGGTCCT...3’

Selvagem ._l I_. Polimérfico
e o)
N 3 ’

/ S

| 3°..GGGTCGGG[GICCGGGACA...5* | | 3°..GGGTCGGGIA]JCCGGGACA...5" |

Sonda VIC Sonda FAM

Sequéncia génica de contexto do rs693

5" ACATTCGGTCTCGTGTATCTTCTAG|G/A|GTCTCTCGGAATTTGGCCTTCATGT...3”

Selvagem ._l I_. Polimérfico
(o) (o
3°. . AGAAGATC[T]

" 3°.. AGAAGATC[CICAGAGAGC...5’ 4 CAGAGAGC...5’ }

Sonda FAM Sonda VIC

FAM — 2'-cloro-7’-fenil-1,4-dicloro-6-carboxi-fluoresceina (Aemissio = 519 nm); VIC — 6-carboxifluoresceina
(}\Emissﬁo = 552 nm)

Para cada reagdo foi adicionado 5 pL de TagMan® Genotyping Master Mix
(contendo primers, d-nucleotideos, enzima TagMan polimerase e cofatores); 2,5 UL de agua
ultrapura livre de DNA; 0,5 pL de TagMan® SNP Genotyping Assays (contendo as sondas para
SNP rs670 ou rs693) e 2,0 pL de gDNA (20 ng/pL), totalizando um volume de 10 pL para cada
reacdo. O protocolo de gPCR utilizado foi: 1° ciclo de 2 minutos a 50 °C, seguido de 10 minutos
a 95 °C; em seguida foram realizados 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C para desnaturacgéo e 1

minuto a 60 °C para anelamento e extenséo.

Os resultados foram observados de forma qualitativa a partir do tipo de
fluorescéncia emitida ao final dos 40 ciclos. Como resultado pode ser observado as
fluorescéncias VIC e FAM separadamente ou ambas ao mesmo tempo, conforme a Figura7. A
fim de verificar a acurdcia do teste, 5% das amostras foram repetidas com 100% de

concordancia dos resultados.
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Figura 7 — Fluorescéncias VIC e FAM apds amplificacdo por gPCR.
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RFU — Unidade relativa de fluorescéncia.

4.5 Analises estatisticas e genéticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando os softwares IBM-SPSS® v.22
e GraphPad Prism® v.6. A normalidade das variaveis continuas foram verificadas pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. A distribuicdo das variaveis categoricas foi feita por meio do teste de
qui-quadrado (X?). As variaveis continuas de até dois grupos foram analisadas por teste t de
Student, sendo os resultados expressos como média + desvio padrdo. A correlacéo entre duas
variaveis continuas independentes foi avaliada por correlacdo de Pearson. As andlises de
predicdo foram realizadas por testes de regressdo linear e curva ROC (receiver operator

characteristic). Foi adotado p < 0,05 como critério de significancia estatistica.

As analises genéticas dos polimorfismos foram realizadas utilizando o software
HW_TEST v1.1 (Santos; Lemes; Otto, 2020). O equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) foi
verificado pelo teste de qui-quadrado de Pearson com o objetivo de verificar se as distribuigdes
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genotipicas seguiam uma distribuicdo esperada para uma populacdo que ndo esteja passando
por processos evolutivos, como eventos migratorios e sele¢do natural. Baseado no equilibrio de
HW, as frequéncias alélicas e genotipicas foram calculadas tomando como base as formulas (3)

e (4). Onde, “p” € a frequéncia do alelo selvagem e “q” € a frequéncia do alelo polimaérfico.

f(alélica)=p+q=1 3

f(genotipica) = p> + 2pq + g = 1 4)
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5 RESULTADOS

O presente trabalho avaliou 86 pacientes ambulatoriais com Covid-19 e 81
individuos do grupo controle. Os dados sociodemograficos dos pacientes demonstram uma
prevaléncia do sexo feminino (n = 61; 70,9%) em relagcdo ao sexo masculino (n = 25; 29,1%) e
uma idade média de 39,7 + 13,9 anos, semelhantemente ao grupo controle (p > 0,05). Verificou-
se que, independentemente do gendtipo, a Covid-19 estava associada a niveis mais altos de
parametros do metabolismo lipidico, como CT (187,0 = 48,3 mg/dL), LDL-c (110,3 £ 41,5
mg/dL), ndo-HDL-c (138,3 £ 45,8 mg/dL), TG (139,7 + 80,3 mg/dL) e Apo A-1 (149,5 £ 40,0
mg/dL), bem como a uma maior frequéncia de parametros como CT (n = 38; 44,2%), ndo-HDL-
c (n=24; 27,9%) e TG (n = 24; 27,9%) fora dos valores de referéncia estabelecidos pelas
Diretrizes da Sociedade Brasileira de Cardiologia em comparagdo ao grupo controle, indicando
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia. Notavelmente, os pacientes ambulatoriais com
Covid-19 apresentaram niveis de VCAM-1, em média, duas vezes maiores do que 0s do grupo
de controle (682,7 + 231,8 vs. 299,3 = 102,9 ng/mL), conforme apresentado na Tabela 1.



Tabela 1 — Comparacdo dos parametros laboratoriais e distribuicdo dos parametros convencionais do metabolismo lipidico segundo os valores de referéncia.
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Controle Covid-19 Controle Covid-19
Parametros p? VR pP
X+ DP x+ DP n =281 (%) n =286 (%)
<190 mg/dL 69 (85,2%) 48 (55,8%)
CT (mg/dL) 160,8 + 32,0 187,0 £ 48,3 < 0,001 < 0,001
>190 mg/dL 12 (14,8%) 38 (44,2%)
>40 mg/dL 53 (65,4%) 56 (65,1%)
HDL-c (mg/dL) 452 +12,6 48,8 +13,6 0,074 0,966
<40 mg/dL 28 (34,6%) 30 (34,9%)
<160 mg/dL 75 (92,6%) 62 (72,1%)
ndo-HDL-c (mg/dL) 115,6 + 31,6 138,3 + 45,8 < 0,001 0,001
>160 mg/dL 6 (7,4%) 24 (27,9%)
<130 mg/dL 70 (86,4%) 66 (76,7%)
LDL-c (mg/dL) 98,8 + 28,2 110,3+ 41,5 0,036 0,108
>130 mg/dL 11 (13,6%) 20 (23,3%)
<175 mg/dL 77 (95,1%) 62 (72,1%)
TG (mg/dL) 84,9+ 35,1 139,7 + 80,3 < 0,001 < 0,001
>175 mg/dL 4 (4,9%) 24 (27,9%)
Apo A-I (mg/dL) 133,3+20,9 149,5 + 40,0 0,001
Apo B (mg/dL) 85,4 + 18,9 80,3+21,7 0,107
VCAM-1 (ng/mL) 299,3 +102,9 682,7 + 231,8 < 0,001

aTeste t de Student; ® Teste do qui-quadrado (X?); VR — valor de referéncia segundo as Diretrizes da Sociedade Brasileira de Cardiologia; DP — desvio padrdo; CT — colesterol

total; HDL-c — colesterol de lipoproteina de alta densidade; LDL-c — colesterol de lipoproteina de baixa densidade; ndo-HDL-c — colesterol ndo associado a lipoproteina de alta

densidade; TG - triglicérides; Apo A-I — apolipoproteina A-I; Apo B — apolipoproteina B; VCAM-1 — molécula de adeséo celular vascular-1; Significancia de p < 0,05.
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Ao identificar a grande diferenca nos niveis de VCAM-1, verificou-se se o grau de
ativagdo endotelial poderia ser um preditor da presenca da infeccdo pelo SARS-CoV-2,
utilizando a andlise da curva ROC (receiver operator characteristic), conforme ilustrado na
Figura 8. Para avaliar a capacidade preditiva, foram calculados os valores da area sob a curva
(AUC, area under curve), juntamente com sensibilidade e especificidade, conforme
apresentado na Tabela 2. Os resultados evidenciam que os niveis de VCAM-1 possuem Gtima
capacidade de distinguir os pacientes com Covid-19 dos individuos saudaveis, com um valor

de AUC de 0,946, uma sensibilidade de 87,2% e uma especificidade de 87,7%.

Figura 8 — Curva ROC de VCAM-1 como preditor da Covid-19.

10 Legenda

- VCAM-1
----- Linha de referéncia

0,6+

Sensibilidade

0,4

AUC =0,946 (0,914—0,977)
<0001

0,0 T T T T
0,0 0.2 0.4 0,6 08 1,0

1 — Especificidade

ROC - receiver operator characteristic; VCAM-1 — molécula de adesdo celular vascular-1; Significancia de p <

0,05.

Tabela 2 — Anélise da curva ROC de VCAM-1 como preditor da Covid-19.

Parametro AUC p IC 95% Sensibilidade Especificidade

VCAM-1 0,946 <0,001 0,914-0,977 87,2% 87,7%

ROC - receiver operator characteristic; AUC — area sob a curva; IC 95% - intervalo de confianga de 95%; VCAM-

1 — molécula de adesdo celular vascular-1; Significancia de p < 0,05.
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Ao verificar a correlagdo entre os pardmetros do metabolismo lipidico e VCAM-1
em pacientes ambulatoriais com Covid-19, o VCAM-1 apresentou uma correlacdo negativa
com o CT (r=-0,223; p = 0,039) e 0o HDL-c (r = -0,225; p = 0,037), conforme apresentado na
Tabela 3.

Tabela 3 — Correlagdo entre VCAM-1 e os parametros do metabolismo lipidico.

DarAmetros Controle Covid-19
r p r p

CT (mg/dL) -0,083 0,463 -0,223 0,039
HDL-c (mg/dL) -0,108 0,337 -0,225 0,037
ndo-HDL-c (mg/dL) -0,040 0,720 -0,169 0,121
LDL-c (mg/dL) -0,047 0,678 -0,206 0,057
TG (mg/dL) -0,012 0,914 0,052 0,636
Apo A-1 (mg/dL) -0,166 0,138 0,001 0,994
Apo B (mg/dL) -0,101 0,370 -0,004 0,970

Correlagdo de Pearson; CT — colesterol total; HDL-c — colesterol de lipoproteina da alta densidade; LDL-c —
colesterol de lipoproteina de baixa densidade; ndo-HDL-c — colesterol ndo associado a lipoproteina de alta
densidade; TG — triglicerideos; Apo A-l —apolipoproteina A-l; Apo B — apolipoproteina B; VCAM-1 — molécula

de adesdo celular vascular-1; SignificAncia de p < 0,05.

Ao analisar as distribuicGes genotipicas dos SNP rs670 (Apo A-1) e rs693 (Apo B),
identificou-se frequéncias semelhantes entre os pacientes com Covid-19 e o grupo controle,
conforme apresentado na Tabela 4. No caso do SNP rs670, observou-se que, entre 0s pacientes
com Covid-19, havia 54 individuos com genétipo CC, 31 com genétipo CT e um com gendtipo
TT. Enquanto no grupo controle, foram encontrados 48 individuos CC, 27 CT e seis TT. Jaem
relacdo ao SNP rs693, constatou-se que, no grupo de pacientes com Covid-19, havia 31
individuos com gendtipo GG, 43 com genotipo GA e 12 com genotipo AA. Enguanto no grupo
controle, os nimeros foram de 28 individuos GG, 40 GA e 13 AA.



Tabela 4 — Frequéncias alélicas e genotipicas dos SNP rs670 (Apo A-l) e rs693 (Apo B).
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SNP Alelos e Genotipos Controle Covia-19 p
n =281 (%) n =286 (%)
C 75,93% 80,81%
T 24,07% 19,19%
rs670 CC 48 (59,3%) 54 (62,8%)
CT 27 (33,3%) 31 (36,0%) 0,148
TT 6 (7,4%) 1 (1,2%)
G 59,26% 61,05%
A 40,74% 38,95%
rs693 GG 28 (34,6%) 31 (36,0%)
GA 40 (49,4%) 43 (50,0%) 0,954
AA 13 (16,0%) 12 (14,0%)

Teste de qui-quadrado (X?); Significancia de p < 0,05.

Apbs a obtencdo das distribuicdes genotipicas dos dois polimorfismos, verificou-se

se as distribuicdes genotipicas seguiam a segregacdo mendeliana para populacdes sem

influéncia de fatores evolutivos. Foi observado que ambos os grupos aderiram ao equilibrio de

Hardy-Weinberg, uma vez que ndo foi observado diferencas (p > 0,05) entre as distribui¢des

genotipicas observadas (pontos pretos) e as distribuicdes genotipicas esperadas (pontos

vermelhos), conforme ilustrado na Figura 9.
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Figura 9 — Gréficos ternarios do equilibrio de Hardy-Weinberg para os SNP rs670 (Apo A-I) e rs693 (Apo B).

Controle COVID-19

Controle

Equilibrio de Hardy-Weinberg verificado pelo teste de qui-quadrado (X2) de Pearson; Distribuigdo genotipica

esperada (pontos vermelhos) e observada (pontos pretos); Significancia de p < 0,05.

Diante dos resultados anteriores, que indicam uma associagdo entre a Covid-19 e
disturbios no metabolismo lipidico e ativacdo endotelial, bem como uma correlacéo entre esses
parametros. Verificou-se se os polimorfismos das apolipoproteinas também podem estar
vinculados a essas alteragdes. Para possibilitar andlises comparativas dos parametros
laboratoriais segundo os gendtipos, foi adotada uma nova classificacdo baseada na dominancia
e codominancia dos alelos polimdrficos, uma vez que apenas um individuo com o gen6tipo TT

foi observado para o SNP rs670 no grupo de pacientes ambulatoriais com Covid-19.
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A nova classificacdo foi baseada na presenca ou auséncia dos alelos polimorficos
T (rs670) e A (rs693) separadamente e simultaneamente. No caso do SNP rs670, os individuos
foram agrupados como "Sem alelo T" (gendétipo CC) e "Com alelo T" (gen6tipos CT ou TT).
No que se refere ao SNP rs693, os individuos foram classificados como "Sem alelo A"
(gendtipo GG) e "Com alelo A" (genétipos GA ou AA). Aléem disso, foi verificado a
codominancia dos dois alelos polimorficos, sendo classificados como “Sem alelos T e A”
(genotipos CC e GG) ¢ “Com alelos T e A” (genotipos CT/TT e GA/AA), confirme demostrado

na Tabela 5.

Tabela 5 — Classificagdo segundo a dominancia e codominéncia dos alelos polimérficos T (rs670) e A (rs693).

- . Controle Covid-19
SNP Classificacbes Genotipos
n =81 (%) n =86 (%)
670 Semalelo T CcC 48 (59,3%) 54 (62,8%)
rs
Comalelo T CT/ITT 33 (40,7%) 32 (37,2%)
693 Sem alelo A GG 28 (34,6%) 31 (36,0%)
rs
Com alelo A GA/AA 53 (65,4%) 55 (64,0%)
Semalelos Te A CCe GG 13 (16,0%) 17 (19,8%)
rs670 e rs693
ComalelosTe A  CT/TT e GA/AA 18 (22,2%) 18 (20,9%)

Ao analisar os parametros laboratoriais segundo a nova categorizacdo genotipica,
constatou-se que a dominéncia do alelo T (rs670) esteve associada com niveis mais reduzidos
de TG (114,0 £ 61,1 mg/dL) e VCAM-1 (620,5 + 208,6 ng/mL) nos pacientes com Covid-19,
conforme demonstrado na Tabela 6. Em contraste, a dominancia do alelo A (rs693) néo esteve
associada com os parametros, conforme demonstrado na Tabela 7. Entretanto, quando avaliados
guanto a codominancia dos alelos T e A, foi verificado que os individuos com os dois alelos
apresentam niveis reduzidos de TG (118,7 + 65,6 mg/dL) e VCAM-1 (569,3 £ 174,3 ng/mL)
nos pacientes com Covid-19, conforme demonstrado na Tabela 8.



Tabela 6 — Comparacgdo dos parametros laboratoriais segundo a dominancia do alelo polimoérfico T (rs670).
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Controle Covid-19
X+ DP X+ DP
Parametros
Semalelo T Comalelo T Semalelo T Comalelo T
n =48 n=33 P n=54 n=32 P

CT (mg/dL) 160,5 £ 35,3 161,1 £ 26,9 0,937 187,6 £ 52,0 186,1 £42,1 0,887
HDL-c (mg/dL) 44,4 +12,8 46,3+12,3 0,499 47,0 +11,0 51,9 + 16,8 0,146
ndo-HDL-c (mg/dL) 116,2 £ 34,0 114,8 £ 28,3 0,843 140,6 £ 50,2 134,3 £ 37,4 0,504
LDL-c (mg/dL) 99,3 + 30,6 98,0+24)9 0,825 109,7 £ 44,2 1115+37,1 0,843
TG (mg/dL) 85,4 + 36,3 84,1 + 33,8 0,865 155,0 + 86,8 1140 £61,1 0,012
Apo A-1 (mg/dL) 131,6 + 22,2 135,8 + 18,9 0,357 146,4 + 36,1 154,8 + 459 0,376
Apo B (mg/dL) 86,2 +19,8 84,2 +17,7 0,636 82,8+ 22,5 76,1+19,9 0,160
VCAM-1 (ng/mL) 281,2+92,2 325,5+113,1 0,068 719,6 + 238,7 620,5 + 208,6 0,048

Teste t de Student; DP — desvio padrdo; CT — colesterol total; HDL-c — colesterol de lipoproteina da alta densidade; LDL-c — colesterol de lipoproteina de baixa densidade; néo-

HDL-c — colesterol ndo associado a lipoproteina de alta densidade; TG — triglicerideos; Apo A-1 — apolipoproteina A-1; Apo B — apolipoproteina B; VCAM-1 — molécula de

adesdo celular vascular-1; Significancia de p < 0,05.



Tabela 7 — Comparacdo dos parametros laboratoriais segundo a dominancia do alelo polimoérfico A (rs693).
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Controle Covid-19
X+ DP X+ DP
Parametros
Sem alelo A Com alelo A Semalelo A Com alelo A
n=28 n=>53 P n=31 n=>55 P

CT (mg/dL) 157,3+274 162,6 + 34,2 0,454 183,2 £ 49,5 189,2 £48,0 0,589
HDL-c (mg/dL) 44,8 + 13,2 453+12,4 0,864 46,5 + 13,8 50,1 + 13,4 0,237
ndo-HDL-c (mg/dL) 112,5 + 26,9 117,3+34,0 0,494 136,8 + 46,2 139,1 +459 0,824
LDL-c (mg/dL) 96,6 + 24,3 99,9 + 30,2 0,598 107,8 £42,4 111,8 +£41,3 0,674
TG (mg/dL) 79,4 +£32,5 87,8 £ 36,3 0,292 1449+ 74,5 136,8 £ 84,0 0,644
Apo A-1 (mg/dL) 130,7 + 20,3 134,7 +21,2 0,404 148,2 + 38,9 150,2 + 40,9 0,821
Apo B (mg/dL) 82,9+17,9 86,7 +£19,4 0,386 82,4 +23,6 79,1+20,6 0,513
VCAM-1 (ng/mL) 309,3 +105,9 294,0+101,9 0,533 724,6 + 2410 659,1 + 225,2 0,220

Teste t de Student; DP — desvio padrdo; CT — colesterol total; HDL-c — colesterol de lipoproteina da alta densidade; LDL-c — colesterol de lipoproteina de baixa densidade; néo-
HDL-c — colesterol ndo associado a lipoproteina de alta densidade; TG — triglicerideos; Apo A-1 — apolipoproteina A-1; Apo B — apolipoproteina B; VCAM-1 — molécula de

adesdo celular vascular-1; Significancia de p < 0,05.



Tabela 8 — Comparacdo dos parametros laboratoriais segundo a codominancia dos alelos polimérficos T (rs670) e A (rs693).
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Controle Covid-19
X+ DP X+ DP
Parametros
Semalelos Te A ComalelosTe A Semalelos Te A ComalelosTe A
n=13 n=18 P n=17 n=18 P

CT (mg/dL) 156,5 £ 25,5 163,6 £ 24,7 0,442 191,4 £ 60,6 196,1 +£47,8 0,801
HDL-c (mg/dL) 41,5+11,3 45,1 + 10,6 0,371 41,6 +10,0 51,5+ 18,1 0,053
ndo-HDL-c (mg/dL) 115,0 + 24,1 118,5 + 27,2 0,709 149,8 + 57,6 144.6 + 45,0 0,768
LDL-c (mg/dL) 99,7+22,1 101,3 £ 23,6 0,849 114,8 £ 53,4 120,9 £43)9 0,715
TG (mg/dL) 76,4 £ 22,2 85,8 + 28,8 0,311 1753+ 75,1 118,7 £ 65,6 0,024
Apo A-1 (mg/dL) 129,0 + 23,4 139,0 + 19,6 0,225 142,0 + 39,2 154,1 +52,0 0,441
Apo B (mg/dL) 81,9+16,5 84,5+ 16,6 0,666 90,1 + 27,4 78,5+ 23,7 0,191
VCAM-1 (ng/mL) 2792+ 77,5 317,3 +108,0 0,263 756,2 + 247,5 569,3+174,3 0,016

Teste t de Student; DP — desvio padrdo; CT — colesterol total; HDL-c — colesterol de lipoproteina da alta densidade; LDL-c — colesterol de lipoproteina de baixa densidade; néo-

HDL-c — colesterol ndo associado a lipoproteina de alta densidade; TG — triglicerideos; Apo A-1 — apolipoproteina A-1; Apo B — apolipoproteina B; VCAM-1 — molécula de

adesdo celular vascular-1; Significancia de p < 0,05.
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Por fim, verificou-se por meio da analise de regressdo linear multipla se a
dominancia ou codominancia dos alelos polimorficos seria capaz de predizer os valores de TG
e VCAM-1 nos pacientes com Covid-19. A predicdo de TG foi significativa apenas no modelo
de codominancia [Z (1, 33) = 5,656; p = 0,023; R?> = 0,146], indicando que a presenca
concomitante dos alelos estd associada com reducdo de TG em 56,63 mg/dL. Ja a predicdo de
VCAM-1 foi significativa nos dois modelos, onde no modelo de dominancia [Z (2, 83) = 3,119;
p = 0,049; R? = 0,070], apenas a presenca do alelo T prediz a reducio de VCAM-1 em 108,78
ng/mL e, quando ha a codominancia [Z (1, 33) = 6,733; p = 0,014; R? = 0,169], a reducéo de
VCAM-1 é mais acentuada, cerca de 186,86 ng/mL, conforme demonstrado na Tabela 9.

Tabela 9 — Predi¢do de TG e VCAM-1 a partir da dominancia e codominancia dos alelos polimérficos T (rs670)
e A (rs693).

Covid-19
Variaveis preditas Modelos B P Tp— 5
Alelo T -42,57 17,65 -0,258 0,018
TG Alelo A -13,43 17,77 -0,081 0,452
Alelos Te A -56,63 23,81 -0,383 0,023
Alelo T -108,78 50,86 -0,228 0,035
VCAM-1 Alelo A -79,06 51,20 -0,165 0,126
Alelos Te A -186,86 72,01 -0,412 0,014

Regressdo Linear Multipla; Significancia de p < 0,05; B — intercepto da varidvel dependente; EP — Erro padrdo;

TG — triglicerideos; VCAM-1 — molécula de adeséo celular vascular-1.
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho assume um papel pioneiro ao verificar a associagéo entre 0s
polimorfismos das apolipoproteinas e os distdrbios do metabolismo lipidico e a ativacédo
endotelial em pacientes ambulatoriais com Covid-19. A amostra populacional avaliada foi
predominantemente do sexo feminino (70,9%) com idade média de 39 anos, semelhantemente
ao perfil epidemioldgico divulgado no fim de maio de 2023 pela Secretaria de Satde do Cear3,
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%) (Ceara, 2023). Foi encontrado que a infec¢ao
pelo SARS-CoV-2, mesmo em seus estagios iniciais, esta associada com distlrbios no
metabolismo lipidico de perfil pré-aterogénico e forte ativacdo endotelial capaz de predizer a
doenca. O perfil pré-aterogénico associado com a expressdo de VCAM-1, estabelece um
cenario propicio para o inicio da formacdo da placa aterosclerotica, sendo relevante o
acompanhamento da satde cardiovascular desses pacientes a médio e longo prazo. Além disso,
fatores genéticos de carater poligénico, como os polimorfismos de Apo A-I (rs670) e B (rs693),
estiveram associados com reducgdo da trigliceridemia e da ativagdo endotelial, podendo

influenciar na fisiopatologia da Covid-19.

A Covid-19 é uma doenca viral cujo desfecho clinico esta ligado as caracteristicas
individuais. A resposta imunoldgica exacerbada frente ao SARS-CoV-2 foi a principal causa
de complicacBGes clinicas, caracterizada por tempestade de citocinas e disfuncGes
multiorganicas. Dentre o0s sistemas organicos, o sistema cardiovascular é o principal envolvido
com os eventos adversos que levam as complicacdes e piores desfechos, visto que é um sistema
susceptivel a tempestade de citocinas e ao estado pré-trombatico. No Brasil, a mortalidade por
doencas cardiovasculares aumentou de 1,58% para 13,3% durante o0 ano de 2020, esse aumento
reforca os estudos que associam a Covid-19 com a ocorréncia de infarto agudo do miocardio,
insuficiéncia cardiaca, inflamacao cardiaca, arritmia e hipercoagulacéo (Cesena, 2022; Nasab
et al., 2023; Zhao et al., 2023). Alem disso, fatores intrinsecos de cada individuo, como idade
avancada, doencas cronicas e imunossupressdo, demonstraram associagcdo com desfecho fatal
em nivel global, apesar de que muitos 6bitos também ocorreram em pacientes sem condigdes
pré-existentes (Makarova et al., 2023; Nasab et al., 2023). Desse modo, investigacdes que
buscam compreender os mecanismos fisiopatoldgicos, bem como os fatores geneticos e

ambientais que influenciam no prognostico da Covid-19, tem se mostrado de suma importancia.
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O SARS-CoV-2 afeta diretamente as células endoteliais, pois seus mecanismos de
escape da imunidade levam a célula endotelial a desenvolver mecanismos de morte, como
apoptose e piroptose (Xu; llyas; Weng, 2022). A piroptose é caracterizada como uma morte
celular que gera poros na membrana celular, causando desequilibrio hidroeletrolitico e
rompimento da membrana. Esse tipo de mecanismo de morte celular programado libera as
organelas e estruturas intracelulares para que sejam interpretados pelas células imunes como
um sinal de dano e necessidade de desenvolvimento de uma resposta inflamatdria contra o
agente agressor. Na Covid-19, a ativacdo do inflamassoma NLRP3 leva, além da producéao de

citocinas como IL-1p e IL-18, & piroptose de macrofagos (Lopez-Reyes et al., 2020).

Desse modo, além da persisténcia do virus dentro das células, ocorre o0 aumento de
DAMP, levando a principal fisiopatologia da Covid-19, que envolve a hiperativacdo da resposta
imune e consequente tempestade de citocinas pré-inflamatérias, como IL-1p, IL-6, 1L-18, TNF-
a, IFN-y, dentre outras. O estado pré-inflamatdrio estd associado com ativacdo endotelial,
caracterizado pela expressao de moléculas de adesdo como VCAM-1, ICAM-1 e E-selectina,
gue promovem a passagem de leucdcitos para a camada subendotelial nos tecidos. Além disso,
as respostas celulares de fagocitos geram aumento dos niveis espécies reativas de oxigénio
(ERO), que contribuem para mais ativacdo endotelial, devido a oxidacéo de fosfolipidios de

membrana, material genético e colesterol de lipoproteinas (Nasab et al., 2023).

A elevacdo das citocinas pré-inflamatorias e das ERO na camada intima contribui
para o desenvolvimento e a expansdo das placas ateroscleroticas. Isso ocorre porque as ERO
promovem a oxidacdo do colesterol LDL (LDL-0x), que é subsequentemente absorvido pelos
macrofagos, resultando em sua diferenciacdo em células espumosas ricas em colesterol oxidado
e em um aumento na producdo de citocinas pré-inflamatorias (Lin, 2020). A Covid-19, além de
causar aumento dessas citocinas, esta associada com disturbios do metabolismo lipidico, sendo
cada vez mais relatado aumento de CT, ndo-HDL-c, LDL-c e TG, assim como foi observado
no presente estudo. Esse perfil contribui ndo so6 para a ativacdo endotelial, mas dependendo da
criticidade do paciente com Covid-19, pode ser o suficiente para causar rompimento de placas,
crise de coagulagéo intravascular disseminada e disfungdo em multiplos 6rgéos (Sorokin et al.,
2020).

Os disturbios do metabolismo lipidico na Covid-19 podem surgir de danos ao
figado induzidos pelo virus, levando a redugdo da atividade mitocondrial e afetando
potencialmente a captacao de lipoproteinas. Além disso, além da ECA2, o SARS-CoV-2 pode

utilizar o receptor SR-BI para infectar hepatocitos e macréfagos, e pode ter um impacto na
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expressdo desses receptores. Os receptores SR-Bl séo responsaveis pela ligacdo a
apolipoproteina A-1 (Apo A-I) e pela mediagdo da entrega de colesterol as particulas de HDL,
um processo pelo qual a particula de HDL desempenha funcBes antiaterogénicas e
imunomoduladoras, pois remove o colesterol oxidado dos macrofagos (Alkazmi et al., 2023).
Além disso, a diminui¢do do HDL-c associada a um LDL-c mais alto foi relacionada a um pior
resultado e a uma maior tempestade de citocinas na Covid-19, o que pode refletir a ativacéo de
macrofagos pelo aumento do colesterol oxidado e a ativacdo da proteina de ligacdo ao elemento
regulador de esterol-2 que, além de aumentar a sintese de colesterol, esta associada a um
aumento da proteina C reativa (PCR), IL-1p, TNF-0, NF-kB e ativacdo do inflamassoma
NLRP3 (Lee et al., 2020).

As dislipidemias sdo conhecidas pelos seus efeitos deletérios as células endoteliais,
visto que, 0 aumento dos niveis de colesterol associado as lipoproteinas contendo Apo B, tais
como VLDL, IDL, LDL e Lp (a), geram estresse oxidativo causado pelo aumento da captagédo
de colesterol oxidado pelos receptores scavenger (SR) em macréfagos (Hua et al., 2022; Lent-
Schochet; Jialal, 2023). O aumento de citocinas pro-inflamatérias e de estresse oxidativo
contribui para a mudanca conformacional da Apo B-100, por meio da destrui¢do do seu dominio
estrutural (folha B) e da interacdo dos seus residuos de lisina com os aldeidos derivados da
oxidacdo dos &cidos graxos, essas alteracdes podem influenciar nos niveis dessa lipoproteina
no plasma. O aumento de ERO também afeta os niveis de mediadores vasodilatadores, como o
oxido nitrico (NO), que reagindo com o peréxido de hidrogénio formara o radical livre
peroxinitrito (ONOO-), que é um forte oxidante e causa danos direto as células endoteliais,

resultando em disfuncéo endotelial a médio e a longo prazo (Lin, 2020).

A ativacdo endotelial em pacientes com Covid-19 esta ligada a injdria em varios
6rgdos, como pulmdes, cérebro, coracdo, figado e rins. A Covid-19 causa diversas alteracGes
endoteliais, incluindo aumento do estresse oxidativo, inflamacao, coagulacdo e permeabilidade
vascular (Xu; llyas; Weng, 2022). Dentre os diversos marcadores inflamatorios avaliados na
Covid-19, os niveis de VCAM-1 se destacam por representarem fielmente a resposta
inflamatdria e a ativacao endotelial (Medina-Leyte et al., 2021). Os niveis elevados de VCAM-
1 mostraram uma associagdo com casos graves de Covid-19, apresentando correlac6es positivas
com o marcador de coagulacdo d-dimero e varios outros marcadores inflamatorios, incluindo
PCR, proteina amiloide A, IL-6, TNF-a e progranulina (Liu et al., 2022). Os resultados deste
estudo s@o consistentes com pesquisas anteriores, afirmando o potencial preditivo robusto do

VCAM-1 pacientes ambulatoriais com Covid-19. No entanto, a utilidade do VCAM-1 como
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indicador de prognoéstico da gravidade da doenca possui controvérsias, 0 que sugere sua
adequacdo para identificar a infecgéo ativa, mas levanta questdes sobre sua confiabilidade na
avaliacdo do prognostico (Fernandez et al., 2022; Gualtierotti et al., 2022; Tufa et al., 2022;
Yao et al., 2021).

Os niveis de VCAM-1 sdo relatados como preditores de ativacdo endotelial em
individuos com sindromes metabolicas, identificando mudancas no fluxo sanguineo, no calibre
e na pressdo arterial (Farzadnia et al., 2013; Troncoso et al., 2021; Zhu et al., 2023). O VCAM-
1, em resposta a ligagdo do LDL-c oxidado (LDL-0x) ao receptor Toll-like 4 (TLR-4), é
produzido concomitantemente com o NF-kB, acionado por varias vias de sinalizagdo (Miller et
al., 2012). A presenca de LDL-ox dentro da célula aumenta a producdo de ERO por meio da
atividade das isoformas NADPH oxidase, levando a producdo de moléculas de adesdo via
sinalizacdo citoplasmatica da quinase de adesdo focal, gerando ativa¢ao de IkB quinase 3 ¢ a
producdo de citocinas via fator de diferenciagdo mieldide 88 (MyD88, myeloid differentiation
factor 88) que ativa mediadores para atuarem no nucleo aumentando a transcri¢do génica de
NF-kB (Yurdagul et al., 2016; Zheng et al., 2022).

Diante da interacdo dindmica entre o aumento do LDL-ox e a presen¢a do SARS-
CoV-2 destacam-se as funcGes antioxidantes e imunomoduladoras das particulas de HDL. Entre
0s principais constituintes da HDL, a Apo A-l1 e a enzima paraoxonase-1 (PON-1)
desempenham papéis fundamentais na atenuacgdo do estresse oxidativo. A PON-1 exerce sua
atividade antioxidante principalmente ao hidrolisar o colesterol oxidado e os produtos da
peroxidacdo lipidica (Mackness; Mackness, 2015). Notavelmente, a Apo A-l surge como um
agente central nas propriedades anti-inflamatérias das particulas de HDL, uma vez que
pesquisas in vitro demonstraram que a Apo A-l, em associagdo com a subfamilia A da proteina
cassete de ligacdo de ATP, atenua a sinalizacdo por meio dos receptores TLR-4 e CDA40,
inibindo, assim, a ativacdo das vias MyD88/IRAK-1/TRAF-6/NF-kB e da proteina quinase
ativada por mitégeno (MAPK/p38MAPK/JNK) (Sultana et al., 2016; Yin et al., 2012; Zhang
et al., 2018). Além disso, a glicacdo da Apo A-l e a clivagem de seu terminal carboxilico pela
quimase de mastécitos foram associadas a atenuagdo de suas propriedades anti-inflamatorias,
indicando que esse dominio da proteina é importante para essa funcdo (Maarfi et al., 2023;
Nguyen et al., 2016).

Tendo em vista que niveis reduzidos de HDL-c estiveram associados com pior
prognostico na Covid-19, pesquisadores propuseram a possivel utilidade terapéutica de

particulas de HDL enriquecidas com Apo A-l recombinante e seus peptideos miméticos para
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distdrbios inflamatdrios e sindrome coronariana aguda (Fotakis et al., 2019; Guo et al., 2021;
Kalayci et al., 2022). Um estudo piloto demonstrou melhora clinica substancial em pacientes
hospitalizados com Covid-19 ap6s a administracdo de particulas pré-p HDL contendo Apo A-I
recombinante (Faguer et al., 2022). No presente estudo, embora os niveis de HDL-c ndo tenham
diferido do grupo controle, os pacientes ambulatoriais com Covid-19 apresentaram niveis
elevados de Apo A-I. Esse achado pode ajudar a explicar a correlagdo negativa observada entre
os niveis de HDL-c e VCAM-1 entre esses pacientes. E possivel que a maior presenca de Apo
A-1 associada as particulas de HDL tenha desempenhado um papel modulador na expresséo de

VCAM-1, influenciando potencialmente os resultados.

Vale destacar que os niveis séricos de Apo A-l podem ser regulados pela taxa de
expressao génica e pela excrecdo renal. Nesse sentido, levando em consideracdo que pacientes
com Covid-19 estdo associados com reducdo da taxa de filtracdo glomerular (TFG), essa
reducdo de fluxo pode favorecer a reabsorcdo tubular de Apo A-l via cubilina/megalina
(Diamantidis et al., 2023). E imperativo citar que a Apo A-1 reabsorvida ndo necessariamente
ird retornar para a corrente sanguinea para formar novas particulas de HDL, pois elas podem
ser catabolizadas pelas préprias células tubulares (Clark et al., 2019; Georgila; Vyrla; Drakos,
2019).

O componente genético, por sua vez, pode estar envolvido nos disturbios do
metabolismo lipidico, na expressdo génica de apolipoproteinas e na resposta inflamatéria frente
a Covid-19. Dentre as alteracdes génicas de interesse, os polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNP) sdo os principais envolvidos em dislipidemias poligénicas, que sdo dificeis de serem
identificadas clinicamente devido a heterogeneidade e a associacdo com fatores ambientais.
Nesse sentido, os SNP rs670 e rs693 de apolipoproteinas sao amplamente associados com
alteragBes nas concentragdes de LDL-c, TG, HDL-c, Apo A-l e Apo B, além da ocorréncia de
sindromes metabolicas e eventos cardiovasculares (Alves et al., 2020; Hsu et al., 2013; Luis et
al., 2018). No presente trabalho, a dominancia do alelo T do rs670 esteve associada com niveis
mais reduzidos de TG e VCAM-1 em pacientes com Covid-19, enquanto o alelo A do rs693
apenas teve associa¢do com os mesmos parametros quando avaliado em codominancia com o

alelo T.

Esses achados sugerem que o SNP rs670, no contexto da Covid-19, pode exercer
uma influéncia mais pronunciada sobre o metabolismo lipidico e a modulacdo da resposta
imune, levando potencialmente a uma maior protecdo endotelial. A presenca do alelo

polimorfico T foi anteriormente associada a niveis elevados de Apo A-l e a um perfil mais
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favoravel em relacgdo a resisténcia a insulina, insulina, CT, LDL-c e HDL-c (Luis et al., 2019;
Swanson et al., 2015). No entanto, vale ressaltar que véarios estudos relataram resultados
conflitantes, associando a presenca do alelo T ao aumento da circunferéncia da cintura,
sindromes metabdlicas e niveis mais altos de CT e LDL-c (Magray et al., 2021; Wu et al.,
2016).

Sabendo que o SNP rs670 ocorre em uma regido intrénica do gene da Apo A-l, sua
ocorréncia pode regular a maturacdo do RNAmM durante o splicing alternativo, onde os
principais problemas estdo associados com splicing aberrante ou a formacéo de um codigo de
parada da traducio. E importante ressaltar que uma série de genes de apolipoproteinas, tais
como Apo A-1, Apo C-I111, Apo A-1V e Apo A-V, podem ser regulados pela expressdo do RNA
antisense da Apo A-1 (APOA1-AS, APOAL antisense RNA), que se trata de um RNA longo nédo
codificante (LncRNA) capaz de atuar na transcrigéo, estabilidade e traducdo desses genes,
sendo bastante investigado como biomarcador e alvo terapéutico para a doenca aterosclerética

coronariana (Kimura, 2020; Wang et al., 2021).

A expressdao de APOA1-AS ja foi encontrada associada com niveis mais reduzidos
de HDL-c e aumentados de CT, LDL-c, LDL-0x, E-selectina e VCAM-1 em pacientes com
lUpus eritematoso sistémico associados a aterosclerose (Abd-Elmawla et al., 2018). As
evidéncias experimentais que apoiam o envolvimento de APOAL1-AS em mecanismos pro-
aterogénicos sdo destacadas pela redugdo dos niveis de TNF-a. e VCAM-1 e pelo aumento
simultaneo da Apo A-I1, ap6s seu silenciamento por meio de pequenos RNA de interferéncia em

modelos in vitro e in vivo (Halley et al., 2014; Yang; Jiang, 2022).

Em relacdo a sintese de Apo A-l, estudos demonstraram que a expressdo de
APOA1-AS pode recrutar modificadores de histonas, levando a reducéo da transcricdo génica
da Apo A-1 e genes vizinhos, como os genes da Apo C-111, A-1V e A-V (Halley et al., 2014). O
SNP rs670 altera a sequéncia intrdnica bem como a sequéncia do APOAL-AS, o que pode gerar
splicing alternativo e mudancas na atividade reguladora do APOA1-AS. No presente trabalho,
0s pacientes com Covid-19 apresentam niveis mais elevados de Apo A-1 e aqueles que portavam
o alelo T apresentaram niveis mais reduzidos de TG e VCAM-L1. Essa observagao sugere que 0
SNP rs670 pode ter modificado o mRNA da Apo A-I, resultando em uma proteina com maior
capacidade anti-inflamatoria, ou que as alteracdes no APOAL-AS podem ter sido suficientes
para diminuir a ativacdo de genes de citocinas pro-inflamatdrias, reduzindo assim a producao

de VCAM-1. Ja a reducdo de TG pode ter sido reflexo do direcionamento da regulacdo de
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APOAL-AS voltada para a diminuicdo da expresséo de Apo C-Ill, o que deixaria a LPL ativa
para hidrolisar os TG (Halley et al., 2014).

Assim, considerando que a Covid-19 representa uma condicdo inflamatoria
caracterizada pela ocorréncia de uma tempestade de citocinas, ativacdo endotelial e distarbios
metabdlicos, que estabelece um estado pro-inflamatorio e oxidativo (Canale et al., 2022;
Sorokin et al., 2020). Esse processo, por sua vez, pode desencadear uma cascata de
modificacdes celulares, abrangendo desde a ativacdo das células endoteliais com expressao de
VCAM-1 até o aumento da concentragdo de componentes de carater anti-inflamatorio, como a
Apo A-Il (Yurdagul et al., 2016). O metabolismo lipidico, embora complexo, possivelmente
encontra-se sujeito as influéncias de polimorfismos genéticos, que se somam a fatores
epigenéticos, como a Covid-19, resultando possivelmente na alteracdo da regulacdo génica de

proteinas com funcGes anti-inflamatérias e moduladoras enzimaticas.

Diante disso, este estudo destaca a necessidade de mais investigacdes sobre o papel
dos polimorfismos das apolipoproteinas nos distdrbios do metabolismo lipidico e no risco
cardiovascular em individuos com Covid-19. Embora o estudo ndo tenha monitorado
longitudinalmente os resultados laboratoriais e clinicos dos pacientes com Covid-19, foi
possivel analisar a distribuicdo de SNP rs670 e rs693 e sua associagdo com parametros de
metabolismo lipidico e VCAM-1 em uma amostra populacional brasileira aderida ao equilibrio
de Hardy-Weinberg. Nesse contexto, observou-se uma associagédo entre a dominancia do alelo
T do SNP rs670 e niveis mais reduzidos de TG e VCAM-1. Em relacdo aos aspectos
fisiopatoldgicos da Covid-19, este estudo identificou uma associacdo entre a infeccéo e niveis
mais elevados de CT, LDL-c, ndo-HDL-c, TG e Apo A-l. Esses achados sugerem que a Covid-
19 pode causar alteragcBes no metabolismo lipidico que estdo ligadas com um perfil pro-
aterogénico que pode causar impactos sobre a saude cardiovascular a curto e longo prazo. Por
fim, a ativacdo endotelial via expressdo de VCAM-1 apresentou forte poder preditivo da
infeccdo pelo SARS-CoV-2, além de possivelmente ser modulada pelos niveis de particulas de

HDL nesses pacientes.
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7 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que pacientes ambulatoriais com Covid-19 estiveram associados com
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia e alta expressdo de VCAM-1. Esse perfil metabodlico
pré-aterogénico na Covid-19 pode contribuir para uma forte ativacdo endotelial marcada por
altos niveis circulantes de VCAM-1, sendo este um excelente preditor para a infecgdo por
SARS-CoV-2. O grau de ativacdo endotelial pode ser modulado pelos niveis séricos de HDL-c
desses pacientes, indicando associacdo entre os distdrbios do metabolismo lipidico com a
gravidade da doenca. As frequéncias alélicas e genotipicas dos SNP rs670 e rs693 aderiram ao
equilibrio de Hardy-Weinberg na amostra populacional estudada. A dominéncia do alelo T
(rs670) apresentou associacdo com niveis mais reduzidos de TG e VCAM-1 em pacientes
ambulatoriais com Covid-19. Ja o alelo A (rs693) apenas teve associacdo quando avaliado em
codominancia com o alelo T, indicando que sua participacdo no metabolismo lipidico
possivelmente seja de natureza poligénica.

Estes resultados indicam que a infeccdo pelo SARS-CoV-2, mesmo em seus
estagios iniciais, esta associada com disturbios no metabolismo lipidico e ativacdo endotelial
de carater poligénico. O perfil pro-aterogénico associado com expressdo de VCAM-1,
estabelece um cenario propicio para o inicio da formacdo da placa aterosclerética, sendo
relevante o acompanhamento da salde cardiovascular desses pacientes a longo prazo. Portanto,
esses resultados sdo relevantes para uma compreensdo inicial do envolvimento dos
polimorfismos de Apo A-1 (rs670) e Apo B (rs693) nos processos fisiopatoldgicos da Covid-
19 que afetam o sistema cardiovascular. Foram levantadas hipdteses de participacdo do SNP
rs670 na alteracdo funcional da Apo A-l e da regulacdo de génica da Apo C-lll pelo APOAL-
AS, contribuindo para uma menor atividade anti-inflamatoria da Apo A-I e maior atividade da
lipoproteina lipase. No entanto, é crucial conduzir estudos mais amplos para aprofundar a
compreensdo do papel desses polimorfismos nos mecanismos regulatérios da expressao génica.
Isso pode, por sua vez, abrir caminho para a investigacéo da viabilidade de novas abordagens

terapéuticas individualizadas, concentradas na modulacdo da expresséo génica.
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé esta sendo convidado pelo pesquisador Glautemberg de Almeida Viana a participar da
pesquisa intitulada: “Estudo dos fatores preditivos de risco da progressao clinica e a influéncia
do polimorfismo genético das citocinas pro inflamatoria na imunopatogénese da infecgdo 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 informacdes
abaixo e faga qualquer pergunta que desejar, para que todos os 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 pro
inflamat6ria na imunopatogénese da infeccdo pelo Covid-19 dos pacientes assistidos nas
unidades sentinelas de pronto atendimento da Prefeitura de Fortaleza™ através de parametros
hematoldgico, imunoldgicos, bioguimicos ndo tradicionais, soroldgicos e genéticos, que tem
como objetivo principal buscar por meios que indiquem se 0 novo coronavirus causa alteracoes
hepaética, renais e lipidicas, e se ocorre a influéncia de polimorfismos génico de citocinas pro-
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 contetudo celular
nasal e orofaringeo. Assim, poderemos analisar se existe diferenca na presenca de alteracdes
clinicas e laboratoriais em pacientes com casos leves, moderados e graves de Covid-19 e se
essas alteracdes 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 (Apéndice A) contendo 20 questdes. O paciente tera o beneficio
de obter mais informacdes laboratoriais sobre seu estado de saude. O participante podera se
recusar a participar da pesquisa a qualqguer momento sem que isso lhe traga qualquer prejuizo.
As informacgdes obtidas na pesquisa ndo permitirdo a identificagéo do participante, exceto pelos
envolvidos na pesquisa. O participante terd acesso as informacGes obtidas na pesquisa a
qualquer momento. Em hipdtese alguma o participante recebera pagamento para 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 formacé&o de

hematoma no local da coleta de sangue e perda de sigilo das informacdes clinicas e

laboratoriais. Em caso de davida, podera comunicar-se com o pesquisador Prof. Dr. Tiago Lima
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Sampaio, que reside na rua Padre S& Leitdo, 55. Bairro Henrique Jorge, Fortaleza- CE. Fone:
(085) 998857-4473. O participante receberd uma via desse termo de consentimento.

Nome: Prof. Dr. Tiago Lima Sampaio

Instituicdo: Universidade Federal do Ceara

Enderego: Rua Padre Sa Leitdo, 55. Bairro Henrique Jorge, Fortaleza- CE
Telefones para contato: (085) 98857- 4473 ou (085) 3366-8263 - 3366-8269

ATENCAO: Se vocé tiver alguma consideracdo ou ddvida, sobre a sua participacdo 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. (Horario: 08:00-12:00

horas de segunda a sexta-feira).

O CEP/UFC/PROPESQ ¢ 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 é

de 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, ap0s sua leitura, tive
a oportunidade de fazer perguntas sobre o seu contetdo, como também sobre a pesquisa, €
recebi explicacdes que responderam por completo minhas duvidas. 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 Responsavel legal/testemunha Data Assinatura (se aplicavel)

Nome do profissional Data Assinatura que aplicou o TCLE



ANEXO C - QUESTIONARIO ESTRUTURADO APLICADO AOS PACIENTES

FICHA CLINICA PRE-ESTRUTURADA

UAPS:

Participante:

Sexo:

Idade (anos):

Peso (kg):

Altura (m):

Comorbidades

SIM

Hipertensao

Diabetes

Doenca cardiovascular

Virus Influenza A/B

Tumor

HBV

Dislipidemia

Sinais e Sintomas

SIM

Febre

Tosse

Falta de ar

Mialgia

Fadiga

Dor de cabeca

Dor no peito

Diarréia

Tampao nasal

Expectoracéo

Faringalgia

Hemoptise

Perca do Olfato
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Perca do paladar

Vomito

Complicagdes SIM NAO
Sindrome Respiratoria Aguda Grave
Choque
Lesdo hepética aguda
Lesdo renal aguda
Tratamento SIM NAO

Oseltamivir

Terapia antiviral (exceto oseltamivir)

Terapia antibidtica

Terapia glicocorticoide

Inalacdo de oxigénio

Ventilagdo nédo invasiva

Ventilagdo invasiva

Oxigenacao por ventilacdo extracorpérea

Terapia hemostiptica

Cuidados em UTI
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