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RESUMO

A COVID-19, infec¢do causada pelo virus Sars-CoV-2, é uma doenca respiratéria que pode
facilmente disseminar-se a outros 6rgdos e sistemas devido a sua complexa fisiopatologia e
participagdo de inumeras moléculas inflamatérias, as quais originam sua principal
caracteristica, a tempestade de citocinas. Dentre estas moléculas, destaca-se a IL-1B, uma
proteina pré inflamatéria, cujos polimorfismos de nucleotideo inico (SNPs) nos genes que a
expressam ja foram associadas ao pior prognodstico de diversas enfermidades, incluindo a
COVID-19. Neste estudo, verificamos qual o papel de polimorfismos localizados na regido
promotora do gene da IL-1P na gravidade da infec¢do. A populagdo do estudo foi composta por
205 individuos, sendo 138 pacientes internados no Hospital Universitario (HU), enquanto os
outros 67 sdo pacientes aleatorios de Santa Catarina. Os SNP -511 A/G (rs1143627), -31 A/G
(rs16944) ¢ Intron 2 (rs1143629) foram genotipados por discriminago alélica através da técnica
de PCR em tempo real. Os ensaios foram realizados por conjuntos de genotipagem TagMan®
SNP da Applied Biosystem, segundo a orientacdo do fabricante. Logo apo6s, foi verificado que
as amostras, nos polimorfismos analisados, ndo se encontravam em equilibrio de Hardy-
Weinberg. Das trés variantes genéticas avaliadas, ao se tratar de gravidade da infecgdo, tanto a
rs1143629 e rs16944 ndo apresentaram valores estatisticos com significancia ao realizar a
comparacao entre o grupo dos hospitalizados e nao hospitalizados. Entretanto, ao se tratar do
polimorfismo rs1143627, portadores do alelo G tém duas vezes mais risco de desenvolver a
forma grave da doenca, e consequentemente, necessitar de intervencao hospitalar [OR = 2,045,
IC 95% (1,063; 3,980), valor de p = 0,032]. Com relacdo a expressao da IL-1p, foi observado
que individuos hospitalizados apresentam haplotipos associados ao baixo nivel expresso desta
citocina. As analises do presente estudo demonstraram pela primeira vez associam entre os
polimorfismos da regido promotora do gene da /L-/f e um pior progndstico da infeccdo em
uma populacao miscigenada, como a brasileira.

Palavras-chave: Regido promotora. IL-1f. Polimorfismos. COVID-19.



ABSTRACT

COVID-19, an infection caused by the Sars-CoV-2 virus, is a respiratory disease that can easily
spread to other organs and systems due to its complex pathophysiology and the participation of
numerous inflammatory molecules, which give rise to its main characteristic, the cytokine
storm. Among these molecules, IL-1B stands out, a pro-inflammatory protein, whose single
nucleotide polymorphisms (SNPs) in the genes that express it have already been associated with
a worse prognosis for several diseases, including COVID-19. In this study, we verified the role
of polymorphisms located in the promoter region of the IL-1f gene in the severity of infection.
The study population consisted of 205 individuals, 138 of whom were hospitalized at the
University Hospital (HU), while the other 67 were random patients from Santa Catarina. The -
511 A/G (rs1143627), -31 A/G (rs16944) and Intron 2 (rs1143629) SNPs were genotyped by
allelic discrimination using the real-time PCR technique. Assays were performed by Applied
Biosystem's TagMan® SNP Genotyping Kits as per the manufacturer's directions. Soon after,
it was verified that the samples, in the analyzed polymorphisms, were not in Hardy-Weinberg
equilibrium. Of the three genetic variants evaluated, when dealing with the severity of the
infection, both rs1143629 and rs16944 did not present statistically significant values when
comparing the group of hospitalized and non-hospitalized patients. However, when dealing
with the rs1143627 polymorphism, carriers of the G allele are twice as likely to develop the
severe form of the disease and, consequently, require hospital intervention [OR = 2.045, 95%
CI (1.063; 3.980), value of p = 0.032]. Regarding the expression of IL-1p, it was observed that
hospitalized individuals have haplotypes associated with the low expressed level of this
cytokine. The analyzes of the present study demonstrate for the first time an association
between polymorphisms in the promoter region of the /L-15 gene and a worse prognosis of
infection in a mixed-race population, such as the Brazilian one.

Keywords: Promoter region. IL-1p. Polymorphisms. COVID-19.
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1 INTRODUCAO

1.1 A FAMILIA CORONAVIRIDAE E O NOVO SARS-COV-2

O sistema imune ¢ composto por diversas células e moléculas cuja principal fungio ¢é
defender o organismo contra agentes estranhos. A resposta conjunta e coordenada desses
elementos a fim de manter a homeostasia do corpo ¢ chamada de resposta imunoldgica
(ABBAS, 2015).

A resposta imune € dividida em duas categorias: resposta imune inata e resposta imune
adaptativa. Ao passo que a resposta inata envolve barreiras fisicas, quimicas e a participagao de
algumas células de defesa, a resposta adaptativa envolve principalmente os produtos produzidos
pelos linfocitos T: as citocinas e anticorpos (TERRA et al., 2012).

Dentre as diversas doengas em que o sistema imunoldgico participa ativamente,
destacam-se as infecgdes, enfermidades que sdo causadas por um agente infeccioso, sejam
virus, bactérias, protozoarios ou fungos (MACHADO et al., 2004).

E reconhecido que a capacidade do sistema imunolédgico de ter sucesso ou insucesso
em permitir que uma infec¢do se multiplique pelo hospedeiro ou em combaté-la depende de
fatores intrinsecos do individuo, como fatores genéticos, imunidade preexistente, idade,
infec¢des prévias ou em curso € o microbioma do hospedeiro, como também extrinsecos
relacionados a fatores de viruléncia virais, que envolvem capacidade de replicagdo, codificacao
de mecanismos de evasdo imune, ¢ o potencial de estabelecer a infec¢do. Além disso, fatores
ambientais também sdo potentes influenciadores da modulacao genotipica e fenotipica de
individuos e microrganismos (CALEGARO, 2001; SANTOS; VARAVALLO, 2011;
OXENIUS; ZAJAC, 2022).

As infecgdes podem acometer os mais variados sistemas do corpo humano, porém nos
ultimos anos percebeu-se um aumento notavel de casos de infecgdes respiratorias devido ao
crescimento da populagdo de individuos imunocomprometidos e ao surgimento de novas cepas
virais (MAEDA; NORONHA, 2010). Segundo a Organizagdo Mundial da Satide (OMS)
(2015), definem-se como doengas respiratorias, as doengas ou infecgdes que ocorrem no trato
respiratdrio, tanto superior como inferior, nas quais hé a obstru¢do da passagem do ar, tanto a
nivel nasal quanto a nivel bronquiolar e pulmonar. Elas variam desde infec¢des agudas, como
pneumonias e resfriados comuns, a infecgdes mais graves, como a tuberculose (FILHO et al.,

2017).
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Em se tratando de viroses respiratorias, estas podem ser divididas em dois grandes
grupos de acordo com o acido nucléico presente no virus: grupo RNA (do inglés, ribonucleic
acid) (mixoviroses, picornaviroses, reoviroses, arenaviroses, coronaviroses e togaviroses) € o
grupo DNA (do inglés, Deoxyribonucleic Acid) (poxviroses, papovaviroses, adenoviroses e
herpesviroses) (MAEDA; NORONHA, 2010).

No final do ano de 2019, um surto de pneumonia sem etiologia conhecida atingiu
diversas pessoas na cidade de Wuhan, na China. Com isso, um novo patogeno da grande familia
do coronavirus (CoVs) capaz de infectar humanos ¢ descoberto, o coronavirus 2 da Sindrome
Respiratéria Aguda Grave (da sigla em inglés, SARS-CoV-2) (HSU; CHIA; LIM, 2020).

Sabe-se que a familia do CoV ¢ dividida em quatro géneros: alfa-coronavirus, beta-
coronavirus, gama-coronavirus e delta-coronavirus (YANG; LEIBOWITZ, 2015). At¢ a
chegada do novo SARS-CoV-2, haviam sido identificados seis coronavirus humanos (HCoVs),
incluindo os alfa-CoVs HCoVs-NL63 e HCoVs-229E e os beta-CoVs HCoVs-OC43, HCoVs-
HKUI1, Sindrome Respiratéria Aguda Grave-CoV (SARS-CoV) e Sindrome Respiratoria do
Oriente Médio-CoV (MERS-CoV) (WU et al., 2020).

Os CoVs podem causar doengas respiratorias, entéricas, hepaticas e neurologicas em
uma ampla gama de espécies de vertebrados (WEISS; LEIBOWITZ, 2007). Embora mais
comumente as principais infec¢des causadas por estes virus sejam de ambito respiratério leve,
as espécies MERS-CoV e SARS-CoV estao associados a um desfecho mais grave da infecgao,
podendo evoluir para quadros mais sérios e, at¢é mesmo, levar individuos infectados a obito
(ROTA et al., 2003; ZAKI et al., 2012).

Os virus da familia Coronaviridae sao envelopados e possuem um genoma de RNA
fita simples, de sentido positivo, variando de 26 a 32 kb de comprimento, sendo esta familia a
que tém o maior genoma considerando os virus de RNA (MALIK,2020; ZHU et al., 2020).
Apds o sequenciamento, descobriu-se que o novo SARS-CoV-2, causador da COVID-19 (do
inglés, corona virus disease, enquanto 19 refere-se ao ano de 2019 que comegaram a surgir
casos), assim como 0 SARS-CoV e MERS-CoV, também pertence ao género beta-coronavirus,
possuindo 79,5% e 50% de homologia entre eles, respectivamente (KOYAMA; PLATT;
PARIDA, 2020).

Além disso, os coronavirus sdo esféricos, possuem em torno de 125nm de didmetro e
seu genoma encontra-se dentro de uma cépside rodeada exteriormente por um involucro
essencialmente lipidico. Este involucro € composto de quatro proteinas estruturais: Membrana
(M), Nucleocapsideo (N), Envelope (E) e Spike (S); a qual se destaca por formar projecdes no

exterior do virus, dando o aspecto semelhante a uma coroa solar, do qual deriva o nome
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coronavirus (do Latim, corona) (BARCENA et al., 2009; ESTEVES, 2020; MALIK, 2020).

Ao passo que os alfas e beta-coronavirus parecem ser origindrios de mamiferos,
principalmente de morcegos, os gamas e delta-coronavirus sdo originarios de suinos e aves
(LIMA; SOUSA; LIMA, 2020). Uma vez que a replicagao viral ocorre de forma intracelular no
hospedeiro através da RNA polimerase, uma proteina sintetizada pelo proprio virus e que possui
como caracteristicas a alta taxa de erro durante a sintese das copias do genoma ¢ a incapacidade
de corrigir erros de incorporagdo de nucleotideos durante a geracao da nova particula viral, as
consequentes mutagdes na proteina responsavel por ligar o virion na célula do hospedeiro
podem conferir ao virus a capacidade de infectar uma nova espécie animal (KREUTZ et al.,
2021).

Os CoVs humanos sao transmitidos principalmente por goticulas respiratorias (>5 pm)
e aerossois (<5 um), seja por contato direto com pessoas infectadas ou superficies contaminadas
(HARRISON; LIN; WANG, 2020; PRATHER; WANG; SCHOOLEY, 2020). Vale ressaltar
que estudos demonstram que o tamanho das goticulas respiratorias pode afetar o curso da
doenca. Por exemplo, em se tratando de SARS-CoV-2, uma vez que este virus se replica trés
vezes mais rapido que o SARS-CoV, pesquisas demonstram que aerossois contendo virus
submicrons sdo transferidos para a regido alveolar dos pulmodes, podendo se espalhar
rapidamente para a faringe, de onde podera ser transmitido antes que a resposta imune inata
seja ativada e o individuo se torne sintomatico (PRATHER; WANG; SCHOOLEY, 2020).

Ainda sobre sua disseminacao, segundo Lauer et al (2020), o periodo de incubagao do
virus tem um intervalo de dois a 14 dias, porém o periodo médio ¢ de cinco dias. Apds o inicio
dos sintomas, a detec¢ao viral pode estar presente em até duas semanas em casos mais graves,
o que solidifica a necessidade do isolamento de sete a 14 dias a partir do inicio dos sintomas
(CEVIK; BAMFORD; HO, 2020).

Devido a sua alta transmissibilidade e por inimeros paises terem relatado casos de
COVID-19, em marg¢o de 2020 a OMS torna oficial que uma nova pandemia se abateu sobre o
mundo (OLIVEIRA; MORALIS, 2020).

Assim como nas demais infecg¢des virais, a primeira etapa para que um individuo venha
a contrair a infec¢do ¢ a ligacdo do virus a uma célula hospedeira através de seu receptor alvo
(CEVIK et al., 2020). Em relagdo ao SARS-CoV-2, a proteina Spike ¢ a principal responsavel
pela mediagdo durante essa ligacdo, pois o dominio de ligagdo ao receptor estd contido na
subunidade S1 desta proteina, que ird se ligar a0 dominio peptidase da enzima conversora de
angiotensina 2 (ECA2) (CEVIK; BAMFORD; HO, 2020). Simultaneamente, a proteina S ainda

se liga a uma proteina celular transmembrana, a protease serina 2 (TMPRSS2), que ¢ expressa,
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assim como a ECA2, principalmente nas células epiteliais do trato respiratorio e possui um
papel fundamental da clivagem da proteina S (HOFFMANN et al., 2020).

Além disso, a resposta imune silenciada ap6s a infeccdo ¢ outro fator relacionado
diretamente ao alto potencial de transmissao do SARS-CoV-2 (O’BRIEN et al., 2020). Sabe-
se que sdo necessarios receptores para identificacdo da infeccao viral, como receptores do tipo
Toll (TLRs), RIG Like Receptors (RLR) ¢ NOD Like Receptors (NLR), estes que quando
ativados iniciam um processo no organismo de sintese de citocinas que modulam a resposta
imunologica e inflamatoria, como interferons (INF) tipo I, II e III, e as interleucinas (IL) 1, 6 €
18, maturadas ap6és a montagem do inflamassoma NLRP3 (MORRIS et al.,, 2020;
TAKAHASHI et al., 2020).

ApOs a replicagdo e a liberacao do virus no tecido pulmonar, os primeiros sintomas a
aparecerem podem ser: febre, mialgia, cefaleia e sintomas respiratorios (KLUYTMANS et al.,
2020). No entanto, sintomas gastrointestinais e complicagdes cardiovasculares também podem
estar presentes durante a infeccdo, pois como citado anteriormente, os receptores ECA2 sao
encontrados mais abundantemente nas células do trato respiratdrio, porém, também estdao
presentes em outros tecidos e o0rgaos, como intestino, c€lulas endoteliais nos rins e vasos
sanguineos, o que pode explicar a correlagdo com o aparecimento de sintomas extrapulmonares,
conforme demonstrado na Figura 1. Para mais, outros mecanismos podem estarem associados
ao desenvolvimento destes fenotipos, como danos e morte mitocondrial, os quais estdo
associados a processos apoptdticos, necrose e desenvolvimento de outros sintomas
(GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007; MONTEIL et al., 2020).

A presenca de um grande distirbio imunolégico e inflamatoério em individuos que
contrairam a COVID-19 ¢ irrefutavel (WEN et al., 2020). Vale ressaltar ainda que em casos
mais graves, 20% dos pacientes que necessitam de internacdo podem desenvolver
posteriormente pneumonia e Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA), uma
doenca em que os achados mais frequentes envolvem dano alveolar difuso, membranas hialinas
ricas em fibrina, aumento da permeabilidade das células epiteliais e endoteliais, extravasamento
de liquido para o intersticio pulmonar, hipdxia e insuficiéncia respiratéria (CARSANA et al.,
2020; FOX et al., 2020; XU et al., 2020).

Embora pacientes adultos, quando diagnosticados com COVID-19, possam evoluir
para quadros mais graves do que criangas, um pior desfecho clinico também pode aparecer na
populacdo juvenil decorrente dessa infeccdo, denominado Sindrome Inflamatoéria
Multissistémica em Criangas (MIS-C) (DUFORT et al., 2020; LI et al., 2020; RAWAT et al.,
2020).
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Figura 1 Complicac¢des extrapulmonares associadas a COVID-19
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Pelo fato de ECA2 estar presente em diversos 6rgaos e sistemas humanos, a infec¢ao pelo Sars-
CoV-2 pode estender-se para além do trato respiratorio, culminando em sintomas e sequelas

por todo o organismo. FONTE (ZHENG et al., 2021)

No entanto, segundo Morris et al (2020), a SDRA oriunda de pacientes com COVID-
19 difere da SDRA associada a outros virus respiratorios. Isso se deve principalmente a
presenca de coagulopatias adjacentes, como Coagulac¢do Intravascular Disseminada (CIVD),
Tromboembolismo Venoso (TEV) e uma fibrin6lise limitada (RANUCCI et al., 2020; ROSSI,
2020).

Além disso, alguns fendmenos que ocorrem durante a infec¢do conferem a COVID-
19 uma de suas principais caracteristicas, a tempestade de citocinas. Alguns desses fendmenos
sdo: (I) a presenca de histonas extracelulares, (II) participacdo da proteina da caixa 1 (do inglés
High mobility group box 1 - HMBG1), (III) envolvimento da HMGB1 na ativagdo de receptores
TLR-4, TLR-2 e RAGE, que resultam em uma maior producdo de Citocinas Pro Inflamatorias

(do inglés, PIC) e Espécies Reativas de Oxigénio (do inglés, ROS), (IV) participacdo de células
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T auxiliares do tipo 1 (Th1) e a ativagdo de mondcitos e neutrofilos com consequente infiltracao
pulmonar. Essas vias relacionadas com a sinalizagdo para a tempestade de citocinas podem ser

visualizadas na Figura 2 (MORRIS et al., 2020; HU; HUANG; YIN, 2021).

Figura 2 Vias de sinaliza¢do inflamatéria da COVID-19.
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Durante a infec¢do, o sistema imune inato € caracterizado por sua resposta intracelular,
associada a expressdo de moléculas pré-inflamatorias e facilitadoras da replicagao viral. Ao
mesmo tempo, o Sars-CoV-2 ¢ capaz de ativar diferentes globulos brancos, os quais através de
diferentes vias estimulam uma cascata de sinalizagdo para producdo de agentes inflamatorios.
Além disso, apds ativagao do sistema inato, o sistema adaptativo auxilia na eliminagao viral
através das células T, produtoras de anticorpos, sendo que as CD4+ estdo envolvidas na
supressao viral, as CD8+ sdo interligadas a protecdo do organismo a partir da producdo de

diversas citocinas. Fonte: (TAN; KOMARASAMY; BALASUBRAMANIAM, 2021)
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Pelo fato de ser um virus com alto teor de transmissibilidade e que, em alguns casos,
leva ao desenvolvimento de uma forma assintomatica da doenca, foi definido como padrdo ouro
para diagndstico a reagdo em cadeia da polimerase de transcri¢ao reversa em tempo real (RT-
qPCR), uma técnica rapida, sensivel, precisa e especifica que € capaz de conferir a atividade
viral em individuos infectados através de materiais como fluidos da nasofaringe (KEVADIYA
t al., 2021). Todavia, testes baseados em uma amplificacdo isotérmica que detectam diversas
regides do genoma deste virus também ja estdo disponiveis no mercado, também apresentando
boa sensibilidade e especificidade e tendo a vantagem de serem mais rapidos e acessiveis em
termos metodologicos (CORMAN et al., 2020; ZHU et al., 2020).

Outra metodologia desenvolvida para diagnostico € através da detec¢do de anticorpos
Imunoglobulina M (IgM) e Imunoglobulina G (IgG). Contudo, considerando que a
soroconversao ocorre aproximadamente 18 a 20 dias apds a exposi¢ao ao SARS-CoV-2, este
tipo de teste ndo ¢ capaz de detectar a infeccdo de forma precoce, sendo mais utilizado para
identificacdo de infec¢des passadas (DIAO et al., 2021; INFANTINO et al., 2021).

Por fim, um teste elaborado para um diagnostico rapido ¢ através da detec¢ao de
antigenos virais por imunodiagnoéstico (KEVADIYA et al., 2020). Contudo, uma das limitagdes
deste teste, segundo a OMS, ¢ que os antigenos somente sdo detectados se o virus estiver se
replicando ativamente, sendo, portanto, esse teste utilizado principalmente para identificagdo
de infecgdo precoce ou aguda.

Sabe-se que assim como outros virus, 0 SARS-CoV-2 sofre mutagdes rotineiramente
através de inclusdes, delegdes e recombinagdes de nucleotideos (DARBY; HISCOX, 2021).
Embora este sofra mutacdes de forma mais lenta quando comparado a outros virus
(aproximadamente 1 x 1073 substitui¢des de nucleotideos por ano), novas variantes ja surgiram
desde o inicio da pandemia e outras continuam surgindo, fazendo com que seja de suma
importancia identifica-las. Isso se deve principalmente ao fato de que essas variantes podem
alterar o curso da doenga e o potencial de transmissibilidade, além de também interferirem na
eficacia das vacinas (DUCHENE et al., 2020; YOUNG et al., 2020).

Além da vacina, alguns farmacos sdo utilizados a fim amenizar os sintomas em pessoas
infectadas, como antirretrovirais, analogos de nucleosideos e imunomoduladores
(FELSENSTEIN et al., 2020). Além destes, corticosteroides e bloqueadores de citocinas
também sdo utilizados visando minimizar a tempestade de citocinas e seus efeitos catastroficos
em tecidos e 6rgaos (USMANI; WODA; NEWBURGER, 2013; CALABRESE; WINTHROP,
2021). Tendo em vista a importancia destas moléculas durante o percurso da COVID-19 e o

seu impacto na sociedade, torna-se necessaria a conducdo de estudos avaliando os genes
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codificantes dessas citocinas para melhor compreender esta doenga e sua evolugdo em pacientes

acometidos pela infeccdo viral.

1.2 INTERLEUCINAS E A COVID-19

Como citado anteriormente, um dos principais marcos da COVID-19, que inclusive ¢é
um alvo terapéutico, ¢ a grande quantidade de citocinas pro-inflamatorias liberadas durante a
infeccdo pelo SARS-CoV-2, sendo as interleucinas um dos principais mediadores da
inflamacao presente (PEDERSON; HO, 2020).

As citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular, cuja funcdo estd associada ao
combate a antigenos, que sao expressas durante a resposta imune desencadeada pelos Padrdes
Moleculares Associados a Patogenos (PAMPs) e Padrdoes Moleculares Associados a Danos
(DAMPs) (CAMPOS et al., 2016; YU et al., 2021). Dentre as citocinas, destacam-se as
interleucinas, as quais sao produzidas pelas células envolvidas na apresentacdo do antigeno e
na resposta imunoldgica, principalmente os linfocitos T auxiliares (T helper), atuando na
regulacao do sistema imunologico como mensageiras quimicas (PEREIRA et al., 2009).

As interleucinas podem ser classificadas de duas formas: interleucinas anti-
inflamatoérias, como IL-4, IL-5, IL-10 e IL-33; e interleucinas pro6 inflamatorias, como IL-1, IL-
2, IL-6, IL-17, entre outros. Todavia, essa classificagdo nao ¢ uma regra, tendo em vista que a
acdo das citocinas pode variar conforme o microambiente em que elas estdo e em que vao atuar
(PRAZATELLLI, 2018).

A familia da IL-1 consiste em 11 membros, sdo eles: IL-1a, IL-1B, IL-1Ra, IL-18, IL-
33, IL-36a, IL-36pB, IL-36y, IL-36Ra IL-37 e IL-38. No entanto, ha trés subtipos mais
comumente estudados, sendo dois agonistas (IL-1a e IL-1B) e um antagonista (IL-1Ra), o qual
¢ responsavel por bloquear a acdo inflamatoéria dos agonistas. Estudos comprovam que os
polimorfismos de nucleotideo tinico (SNPs, do Inglés Single Nucleotide Polymorphisms) e o
nimero variavel de repeticdes em tandem (VNTR, do Inglés Variable Number of Tandem
Repeats) encontrados nos genes IL-1RN e IL-1B exercem influéncia sobre a expressdo génica,
além de serem amplamente associados a diversos tipos de doencas, inclusive inflamatorias
(ARMAN et al., 2008; CHEN et al., 2020; KLUCK; LIU; JOOSTEN, 2021).

IL-1a e IL-1PB sdo codificadas por dois genes diferentes e possuem ampla expressao,
estando presentes em diversas células, como macréfagos em orgdos linfoides e ndo linfoides,
neutrofilos, fibroblastos, linfocitos, além dos mais variados tecidos do corpo (GONZAGA;

VIEIRA, 2013; KHAZIM et al., 2018).
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Sabe-se que a maturacdo da IL-1p ocorre através da clivagem da proteina caspase-1, e
quando ativada, IL-1 desempenha um papel importante na resposta Thl e, consequentemente,
na imunidade adaptativa. Ela também tem a capacidade de induzir a sintese de outras citocinas
pré-inflamatorias, muitas delas inclusive ja foram encontradas em niveis elevados em pacientes
portadores da COVID-19, como a IL-6 e Fator de Necrose Tumoral (TNF) (CONTI et al.,
2020). Alguns dos mecanismos previamente citados, como clivagem, liberagao e maturagdo da

IL-1pB podem ser observados conforme figura 3.

Figura 3 Vias de sinalizacdo para a liberagdo controlada de IL-1.
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A IL-1B madura pode ser ativada através de duas etapas de liberagdo. Ao passo que a primeira
etapa envolve a expressao pro- IL-1B e caspase 1, além da ativagdo do inflamassoma NLRP3
mediado pelo fator de transcricdo NF-kB desencadeados perante receptores celulares pro-
inflamatorios, a segunda etapa estd associada ativacdo da IL-1B a partir participagdo de
moléculas de sinalizagdo antiviral, como PAMPs ¢ DAMPs, além de ATP extracelular,
particulas extracelulares e complexos de cristal que ativardo o complexo NLRP3 e a caspase 1,
a qual é responsével por clivar a pro- IL-1B em uma molécula biologicamente funcional. Fonte:

(EECKHOUT; TAVERNIER; GERLO, 2021).
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Algumas pesquisas que vém sendo produzidas relatam a associacdo entre os
polimorfismos em genes da IL-1 com algumas doengas autoimunes, inflamatorias e infecciosas,
inclusive deixando individuos mais susceptiveis a infecdes virais (NEMETS et al., 1999;
MINTON et al., 2005; MIGITA et al., 2007; HARRISON et al., 2008;). Por exemplo, Borekci
et al (2014) sugerem que pacientes com o polimorfismo +3954T no gene /L-1f estdo mais
propensos a contrair Hepatite B, causada pelo virus HBV, quando comparados aos pacientes
controles. Corroborando com o estudo citado anteriormente, Tripathy et al (2019) também
revelaram relagdo entre o nimero variavel de repeticdo em tandem (VNTR) no gene /L-/RN e
a suscetibilidade ao desenvolvimento de uma infec¢do também causada por virus, o
chikungunya (CHIKYV), causador da Chikungunya.

Além disso, polimorfismos no gene do /L-1Ra, o ILIRN, vém sendo estudados e foram
associados a progressdao de pneumonia e choque séptico, além de estarem vinculados ao
desenvolvimento de lesdo pulmonar aguda e SDRA, sendo estas as principais complicagcdes em
pacientes que desenvolveram a forma grave da COVID-19 (KERNAN; CANNA, 2020;
REKIMIAN; FRERE; COLLECT, 2020).

Wang (2021) relatou nao ter achado associagdo entre polimorfismos nos genes das /L-
lo, IL-1p, IL-1R1, IL-1Ra e IL-1Racp com a suscetibilidade a COVID-19. No entanto, nessa
mesma pesquisa, foi identificado que esses mesmos SNPs possuem relagdao direta com a
gravidade da doenca, estando associados a um pior quadro clinico.

Fricke-Galindo e Falfan-Valéncia (2021), pesquisaram polimorfismos nos genes de
citocinas e sua relagdo com a COVID-19. Elas relataram que os alelos -174C (rs1800795) e -
572C (rs1800796) das variantes presentes na regido promotora do gene da /L-6 estao associados
a niveis plasmaticos aumentados da citocina e um pior progndstico da infec¢ao por Sars-CoV-
2. Além disso, uma terceira variante (rs1800797) no promotor deste mesmo gene estd
relacionada a tempestade de citocinas. As autoras também citam SNPs nos genes da /L-/B
(rs1143633), ILIRI (1s3917332) e ILIRN (rs2232354), que estdo intimamente ligados a um
risco aumentado de eventos trombdticos, sendo estes uma das principais sequelas desta grave
infecgao.

Na SARS, ja havia sido relatado por Meyer e colaboradores (2013), que o alelo C na
variante rs315952 no gene /L-IRN relacionava-se com um menor risco de adquirir a infecgao.
Isso se deve a um aumento de IL-1Ra no plasma em individuos com este alelo. Adicionalmente,
Paim et al (2021) concluiram que polimorfismos em genes que codificam citocinas como
IFNAR2, TNF, INF-a/b, IL-4 e IL- 1Ra podem interferir no curso da doenga durante a infec¢ao
pelo SARS-CoV-2.
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2 JUSTIFICATIVA

A COVID-19 é uma doenga causada pelo virus SARS-CoV-2, infec¢ao a qual em 2020
foi declarada como uma pandemia pela OMS e que nos atinge até os dias atuais, tendo como
caracteristica uma alta taxa de morbidade desde o inicio (PAIM et al., 2021). Desde entdo,
estudos vém sendo desenvolvidos visando entender fatores associados a suscetibilidade de
contrair esta enfermidade e seu progndstico (DARBEHESHTI; REZAEI, 2020; WYNANTS et
al., 2020).

A infecgdo pelo SARS-CoV-2 pode aparecer com um feno6tipo mais leve, exibindo
sintomas respiratorios parecidos com os de um resfriado, como também tem potencial de
evoluir para uma forma mais grave da doenca, acometendo o sistema cardiovascular,
neuroldgico, gastrointestinal, além do sistema imune, ocasionando uma inflamacao exacerbada
(LOUREIRO et al., 2020; PEDERSON; HO, 2020; WONG; LUI; SUNG, 2020; ZHENG et al.,
2020).

Tendo em vista que a inflamagdo ¢ uma das principais caracteristicas da COVID-19,
as citocinas que medeiam esse processo participam ativamente durante o curso da doenca
(CONTT et al., 2020). Durante o percurso desta infec¢ao, ha um alto estimulo do sistema imune
na liberacdo de citocinas inflamatorias, como a IL-1, que além de participar do processo
inflamatoério, também estimula a produgdo de outras citocinas (CRAYNE et al., 2019; SOY et
al., 2020). Pesquisas comprovam que niveis plasmaticos de interleucinas, mais especificamente
a IL-1Ra e IL-6, estdo aumentados em pacientes com COVID-19 (CRON; CARICCHIO;
CHATHAM, 2020; FRICKE-GALINDO; FALFAN-VALENCIA, 2021).

A IL-1 desempenha um papel importante como alvo ora em intervengdes terapéuticas,
visto que pesquisas mostram uma maior sobrevida quando administrados farmacos envolvendo
estd proteina, ora em estudos genéticos a fim de avaliar se ha correlagdo entre essas moléculas
inflamatérias com o inicio e curso da COVID-19, (UCCIFERRI; VECCHIET; FALASCA,
2020; CRON, 2021; WANG, 2021).

Levando em consideracdio a heterogeneidade das manifestagdes clinicas e a
variabilidade da resposta terapéutica do distiirbio em questao, e que além de mediar o processo
inflamatorio, a IL-1 também participa ativamente na inducdo de outras citocinas e esta
associada ao desenvolvimento de consequentes patologias, faz-se necessdrio mais estudos
relacionados a presencga de variantes nos genes que expressam as diferentes interleucinas da
familia da IL-1, para esclarecer o papel destas moléculas na suscetibilidade e prognostico da

COVID-19. As associagdes genéticas citadas anteriormente apoiam a hipotese de que
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polimorfismos nos genes da familia da IL-1 participam ativamente no prognéstico da COVID-

19, corroborando com o intuito da atual pesquisa.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a frequéncia dos polimorfismos rs1143627, rs16944 e rs1143629 presentes na

regido promotora do gene da /L-f e suas influéncias na patogenicidade da COVID-19.

3.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar os gendtipos dos polimorfismos rs1143627, rs16944 e rs1143629 no gene
da IL-pf para cada individuo diagnosticado com COVID-19 e averiguar se ha existéncia
de associagdes entre os polimorfismos e/ou haplotipos com a patogenicidade desta
infecgao;

2. Calcular a frequéncia alélica e genotipica para cada polimorfismo;

3. Verificar a aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg;

4. Calcular o desequilibrio de ligacao e derivar os haplotipos, caso necessario;

4 MATERIAL E METODOS

4.1  ASPECTOS ETICOS

Este trabalho faz parte de um projeto maior em vigéncia no Laboratério de
Polimorfismos Genéticos (LAPOGE/CCB/UFSC) intitulado “Busca de marcadores genéticos
e epigenéticos em pacientes com COVID-19: formagao de um biorepositdrio.” aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina
(CEPSH-UFSC) com CAAE 32858820.0.0000.0121 (ANEXO A). Todos os individuos
incluidos neste biorepositorio assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE) concordando em participar da pesquisa.
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42  CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

O biorepositério utilizado nesta pesquisa conta com 205 pacientes com diagndstico de
COVID-19 classificados em dois grupos distintos, sendo: 138 pacientes pertencentes ao grupo
dos hospitalizados e 67 pacientes pertencentes ao grupo dos nao hospitalizados.

Todos os integrantes do grupo denominado hospitalizados foram diagnosticados com
COVID-19 através das metodologias RT-qPCR e/ou Teste Rapido Imunocromatografico, pelo
Hospital Universitario Professor Polydoro Ernani de Sdo Thiago — Universidade Federal de
Santa Catarina (HU-UFSC). Todos apresentaram quadros graves da doenca e
consequentemente, necessitaram de intervencdo e/ou internagdo hospitalar. As amostras
bioldgicas deste grupo foram coletadas através de pungdo venosa/arterial e inseridas em tubos
BD Vacutainer® contendo o anticoagulante EDTA (do inglés, ethylenediaminetetraacetic
acid).

Ja o grupo dos nao hospitalizados abrange individuos que também tiveram o diagnodstico
de COVID-19, porém nao evoluiram para o pior cenario da infec¢do, seguindo o tratamento em
domicilio. Para estes foi aplicado um questionario, o qual esta anexado neste trabalho (ANEXO
B), e tiveram como material bioldgico coletado a saliva em tubo Salivette®, seguindo as

recomendacoes do fabricante.

43  EXTRACAO DO DNA GENOMICO

A extragao do DNA genomico das células sanguineas e salivares foi realizada utilizando
o método Salting Out, descrito por Miller e colaboradores (1988) e modificado por Lahiri &
Nurnberger (1991). Apés a extragdo, foi verificada a densidade optica do DNA, identificando

a concentracao e pureza das amostras.

4.4 GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS

A genotipagem dos polimorfismos de nucleotideo inico (SNPs) rs1143627, rs16944 ¢
rs1143629 foi realizada através da metodologia conhecida como Reacdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real (Real-time PCR, do inglés Real-Time Polymerase Chain Reaction),
também conhecida como Reagdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa (qPCR). A

metodologia utiliza sondas de hidrdlise, utilizando os ensaios TagMan® SNP Genotyping
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Assays: r1s1143627, C__ 1839944 10;  rs16944, C__ 1839943 10 e r1s1143629,
C 1839945 1 .

O ensaio TagMan® ¢ baseado na utilizagdo de iniciadores de PCR senso e antisensso,
atividade exonuclease 5°-3° da enzima DNA Polimerase e duas sondas em um sistema bi-
alélico, onde cada uma ¢ marcada com um corante reporter fluorescente (FAM® ou VIC®) na
extremidade 5° do SNP de interesse (Tabela 1), ao passo que na extremidade 3’ ¢ inserido um
corante supressor (Tetrametilrodamina), também conhecido como Quencher, responsavel por
inibir a fluorescéncia do reporter quando proximo a ele através da tecnologia FRET (do Inglés,
Forster (or fluorescence) resonance energy transfer) (SHEN; ABDULLAH; WANG, 2009;
ZANDRAN et al., 2012).

Tabela 1 Sequéncias das sondas especificas referentes aos polimorfismos rs1143627, rs16944 ¢
rs1143629 e, em colchetes, o local onde ocorre a troca de um tnico nucleotideo.

SNP Sequéncia Alvo
IL-1P - rs1143627 S’CCAGTTTCTCCCTCGCTGTTTTTAT[G/A]GCTTTCAA
(G>A) AAGCAGAAGTAGGAGGC-3’
IL-1B - rs16944 S’TACCTTGGGTGCTGTTCTCTGCCTC]G/AIGGAGCTC
(G>A) TCTGTCAATTGCAGGAGC-3’

IL-1B - rs1143629 S’GGATTCCTTGTATTGTGGGCTTGGAJA/GITCTTTTC
(A>G) TCCCCATTTGCCTCTGCA-3’

Fonte: Thermo Fisher Scientific®

A medida que a fita complementar é incorporada pela agdo da DNA polimerase, a
atividade exonuclease 5°- 3’ cliva os nucleotideos adicionados, incluindo a molécula reporter,
que, separada da molécula supressora, ird emitir sua fluorescéncia a qual serd medida pelo
equipamento em uso. Vale ressaltar que, a intensidade da fluorescéncia esta diretamente
relacionada a cada ciclo de amplificagdo. Contudo, ao passo que o aumento da fluorescéncia de
um dos corantes FAM® ou VIC® indica homozigosidade para o alelo especifico, o aumento
da fluorescéncia de ambos os corantes indica heterozigosidade dos mesmos (MCGUIGAN;
RALSTON, 2002; SHEN; ABDULLAH; WANG, 2009).

Para realizacdo da qPCR foram adicionados em microtubos do tipo eppendorf: 2,375uL.
de 4dgua Milli-Q; 2,5uL de TagMan® Genotyping Master Mix; 0,125uL de TagMan® SNP
Genotyping Assays, os quais entdo descritos na tabela 2. Em uma placa MicroAmp™ Optical
de 384 pogos, foi adicionado SuL destes reagentes e 1puL. de DNA, totalizando um volume final
de 6puL.
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Tabela 2 Componentes utilizados para a reacdo de qPCR.

Reagentes M Volume
AmpliTaq Gold® DNA Polymerase, LU
Ultra Pure (UP)
TagMan® Desoxirribonucleotideos trifosfatos 200 oM
Genotyping (dNTPs) 2,325 uL
Master Mix (2X) )
ROX™ Pgssive Reference Dye 500 nM
Tampao para enzimas 10 nM
Iniciador senso 900 nM
TagMan® SNP Iniciador antissenso 900 nM
Genotyping 0,125 uLb
Assays (40X)
Sonda VIC® 200 nM
Sonda FAM™ 200 nM
Agua Milli-Q 2,5 uL
DNA 5ng 1 uL
Volume Total S5uL

[ ]: Concentracdo dos reagentes; U: unidade; nM: nanomolar; ng: nanograma; pL: microlitro.
Fonte: Thermo Fisher Scientific®

A reacao de amplificacao foi realizada no equipamento 7900HT PCR quantitativa em
tempo real (Thermo Fisher Scientific®), o qual realizou a discriminacao alélica ao captar as
diferentes fluorescéncias emitidas pelas sondas, como citado anteriormente. O programa de

ciclagem utilizado na amplificagdo esta descrito na tabela 3.

Tabela 3 Programa de ciclagem da qPCR.

Etapa T((°C) Duracao Ciclos
Ativacao da Enzima AmpliTaq Gold® 95 10 min HOLD
Desnaturacao 92 15 seg
Anelamento/Alongamento 60 1:30 min 40
Estabilizacao 60 30s

Fonte: Thermo Fisher Scientific®
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4.5  VARIAVEIS CLINICAS

Como vivemos em um pais miscigenado, a fim de ter um # consideravel para proceder
as andlises, etnia foi separada em dois grupos: etnia branca e ndo branca. As informagdes
disponibilizadas no questionario aplicado aos participantes sobre a autoclassificagdo da
alimentag@o foram utilizadas para criar uma variavel dicotdmica caracterizada como saudavel
e ndo saudavel. A categoria saudavel contempla os individuos que classificaram suas
alimentacdes como saudavel e muito saudavel, enquanto que as respostas de nada saudavel,
pouquissimo saudavel e pouco saudavel foram classificadas como nao saudavel.

Individuos que responderam ser ex-fumantes ou fumantes foram colocados na
categoria fumantes, independentemente da quantidade de cigarros consumidos, enquanto que
os demais foram considerados nao fumantes. O indice de massa corporal (IMC) foi calculado
dividindo o peso pela altura ao quadrado e foi classificado de acordo com as recomendacdes da
OMS. Individuos considerados obesos foram aqueles com IMC maior do que 30.

Comorbidades pré-existentes foram acessadas de acordo com o auto reportado no
questiondrio aplicado e/ou dos dados disponiveis no prontudrio médico. A presenca das
seguintes comorbidades foram questionadas: colesterol ou triglicerideos alterado; aneurisma,
derrame ou acidente vascular cerebral (AVC); coagulopatias (trombose, hemofilia, anemia
falciforme, dentre outras); hipertensdo arterial; doenca pulmonar (asma, enfisema, doenca
pulmonar obstrutiva cronica, dentre outras); infec¢des sexualmente transmissiveis (ISTs)
(AIDS, sifilis, clamidia, gonorreia, HPV, herpes genital, tricomoniase, dentre outras); doenga
causada por parasita (amebiase, giardiase, leishmaniose, maldria, toxoplasmose, chagas,
tricomoniase, esquistossomose, ascaridiase, teniase, dentre outras) e doenca respiratdria viral

(gripe, resfriado comum, faringite, laringite, bronquite, bronquiolite, pneumonia).

4.6  ANALISE ESTATISTICA

A frequéncia alélica foi calculada por contagem direta. Foram calculadas as
frequéncias genotipicas para verificar se os polimorfismos se encontram em equilibrio de
Hardy-Weinberg (HW), através do programa Arlequin (GOURRAUD et al., 2005).

Foi realizada uma anélise de distribui¢do normal para as varidveis e a decisao dos testes
a serem aplicados foram tomadas com base no resultado da estatistica de Shapiro-Wilk.

Variaveis com distribui¢cdo normal foram analisadas por teste t para amostras independentes,
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enquanto as variaveis de distribuicao assimétrica foram analisadas por teste de Mann-Whitney.
Variaveis categoricas foram analisadas por teste de qui-quadrado de homogeneidade. Varidveis
continuas de distribui¢do normal foram apresentadas por média e desvio padrdo e as variaveis
de distribui¢do assimétrica foram apresentadas por mediana e intervalo interquartil. Ja as
variaveis categoricas foram apresentadas por proporcao.

Adicionalmente, foram conduzidas analises de regressdo logistica para determinar as
relacdes entre as variantes escolhidas e a suscetibilidade a doenca. Foi utilizado um valor de
p<0,05 como o valor limite de significancia. As analises foram conduzidas no software SPSS
versdo 18 (SPSS Inc. Released 2009. PASW Statistics for Windows, Version 18.0. Chicago:
SPSS Inc.).

Também foi verificado se os polimorfismos se encontram em desequilibrio de ligagao,
e quais as combinagdes haplotipicas mais provaveis, utilizando o programa MLocus (LONG,
1999). Os haplotipos obtidos foram classificados de acordo com informagdes disponiveis na
literatura sobre o provavel nivel de expressdo da IL-1P, conforme os alelos contidos no
haplotipo, como pode ser visto na Tabela 4. Ao passo em que o alelo G na posigdo -511 estad
relacionado a uma maior expressao desta citocina, na posi¢ao -31 quem caracteriza esse papel
¢ o alelo A (LIU et al., 2013; DHIFALLAH et al., 2020). Com relagdao ao SNP no [ntron 2, ndo
foi localizado nenhuma literatura referente a qual alelo esta correlacionado a um maior nivel de

expressao da IL-1f, por isso foi referido na tabela como “0”.

Tabela 4 Classificacdo dos haplétipos de acordo com o nivel de expressao de 1L-1[3.

Haplotipo Provavel nivel de
(-511, -31, ,Intron 2/-511, - expressao
31/ Intron 2) de IL-1P
AGG/AGA --0/--0 Baixa
AAA/AAG -+0/-+0 Intermediaria
GGA/GGG +-0/+-0 Intermediaria
GAA/GAG ++0/++0 Alta

Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2022.
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S RESULTADOS

As caracteristicas sociodemograficas e epidemiologicas das populagdes analisadas
podem ser vistas na Tabela 5, na qual pode-se observar que varidveis como idade e IMC tem
relevancia clinica em se tratando de gravidade da infec¢do. Percebemos que o grupo de
pacientes hospitalizados tem maiores valores de IMC e de idade, em média, do que o grupo de
pacientes nao hospitalizados (p=0,0001). Nao foi observada nenhuma diferenca significativa

entre os dois grupos em relagdo a sexo, etnia, uso de cigarro e tipo de alimentagao.

Tabela 5 Caracterizagdo das amostras de acordo com as varidveis sociodemograficas e
epidemiologicas entre casos leve e grave de COVID-19.

Nao Hospitalizados Hospitalizados P-valor
n (%) n (%)

Idade (média + SD) 35,3 (9,4) 54,1 (15,2) 0,0001
IMC (média + SD) 26,9 (4,9) 30,5 (6,1) 0,0001
Sexo (Feminino) 29 (44,6) 43 (41,0) 0,581
Etnia (Branca) 56 (87,5) 76 (87,4) 0,999
Fumo (Sim) 12 (18,5) 22 (21,4) 0,614
A(lsi;?;?jggo 24 (36,9) 23 (43,4) 0,381

(%): frequéncia porcentual; SD: desvio padrao da média. Os valores de p em negrito sdo
significantes a 0,05.
Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2022.

Os grupos também foram comparados para alguns sintomas mais frequentes em casos
positivos e para alguns fatores de riscos envolvidos no desenvolvimento da doenga, conforme
informagdes disponiveis na literatura (Tabela 6). Com relacdo as manifestacdes clinicas,
observou-se que apenas tosse seca esteve mais presente nos individuos que compde o grupo
dos hospitalizados, ao passo que os individuos que fazem parte do grupo de ndo hospitalizados
apresentaram com mais frequéncia cansaco, perda do olfato e/ou paladar, dor de garganta e
cefaleia. Ndo observamos diferencas em relacdo a febre e diarreia entre os grupos.

Considerando as comorbidades, notou-se que pacientes que relataram anteriormente
quadros de Infec¢des Sexualmente Transmissiveis (IST), parasitose, gripe ou resfriado, além

de alteracdes bioquimicas, como dislipidemias, em sua maioria ndo necessitaram de internacao
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hospitalar decorrente da COVID-19. Em contrapartida e corroborando com outras pesquisas,
diagnostico de Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) e enfermidades neurologicas estdo
associados a um pior desfecho clinico, se associando aqueles que precisaram ser internados. Tal
relacdo pode estar associada ao Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA), sistema o
qual ¢ responsavel por regularizar os niveis pressoricos de cada individuo. Dado que para este
sistema atue de forma integra, sdo necessarias diversas moléculas atuando sobre seus processos,
dentre elas destaca-se a principal fonte de ligacdo do Sars-CoV-2: a ECA2. Além de ter seus
niveis aumentados para a regularizacdo da pressdo arterial, ha uma maior disponibilidade de
receptores viral no organismo e todo este conjunto se torna como um forte fator de risco para o
desenvolvimento de patologias cerebrais, como o AVC (GAGLIARDI, 2009; OLIVEIRA;
FERREIRA, 2020; VIEIRA et al., 2021).
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Tabela 6 Caracterizagdo clinica de acordo com sintomas e fatores de riscos.

,Nﬁ(,) Hospitalizados
Hospitalizados n (%) P-valor
n (%)
SINTOMATOLOGIA
Tosse seca 32 (52,5) 65 (66,3) 0,019
Febre 29 (47.5) 58 (58,6) 0,07
Cansago 42 (68,9) 37 (37,4) 0,0001
Perda de olfato ou paladar 37 (60,7) 18 (18,2) 0,0001
Dor de Garganta 16 (26,2) 12 (12,1) 0,002
Dor de cabeca 35(57,4) 24 (24,2) 0,0001
Diarreia 15 (24,6) 25 (25,3) 0,999
COMORBIDADES
Colesterol ou Triglicerideos 19 (29.2) 7(6.7) 0,0001
alto
Aneurisma, Derrame ou AVC 0(0,0) 14 (13,6) 0,0001
Coagulopatias 4 (6,2) 32,9 0,251
HAS 9 (13.8) 48 (46,2) 0,0001
Obesidade 19 (29,2) 30 (44,8) 0,013
Doencga Pulmonar 7 (10,8) 8(7,7) 0,441
ISTs 5(7,7) 2(2,0) 0,023
Parasitose 5(7,7) 0(0) 0,0001
Gripe ou Resfriado 54 (83,1) 8(7,7) 0,0001

(%): frequéncia porcentual. Os valores de p em negrito sdo significantes a 0,05.
Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2022.

Aprofundando a analise das varidveis clinicas acima citadas, cada grupo foi analisado
de acordo com os alelos em cada polimorfismo isoladamente, a fim de avaliar se algum alelo
estaria associado a sintomatologia ou a presenca de comorbidades. A Tabela 7 mostra os

resultados para os individuos nao hospitalizados, onde percebemos que dislipidemia e histérico
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de gripe ou resfriado tiveram significancia clinica. Ao passo que para aqueles que apresentaram
niveis elevados de colesterol ou triglicerideos houve prevaléncia do alelo G na posigdo -31 da
regido promotora (rs1143627), aqueles que ja tiveram quadros de gripe e/ou resfriado
apresentaram em maior nimero presenca do alelo A na mesma posigao. Ja nos outros SNPs,
todas as variaveis apresentaram p=>(0,(35, ndo havendo uma diferenca significativa entre eles.
Em contrapartida, ao analisar aqueles que necessitaram de internacdo (Tabela 8), nao
observamos nenhuma diferenga significativa para as varidveis ao olhar para as variantes
rs1143627 e rs16944. A tnica variavel clinica que diferiu significativamente neste grupo foi a
tosse seca (p=0,016), com maior prevaléncia do alelo G no intron 2 do gene da /IL-183

(rs1143629).



Tabela 7 Relagdo entre os polimorfismos e as variaveis clinicas dentro da categoria dos Nao hospitalizados.

rs1143627 rs1143629 rs16944
e P aGh  wen PV | aGn aep  Per
IMC (média + SD) 26,6 (42) 27,0(51) 0646 | 269(45) 26447 0561 | 269(46) 272(1) 0,789
Tosse seca 32(52,5)  30(63,8) 0323 | 25(543) 39(59,1) 0,760 | 27(54,0) 35(51,5) 0,932
Febre 26 (42,6) 30(63,8) 0,046 | 23(50,00 33(50,00 0,999 | 25(50,0) 33(48,5) 0,999
Cansago 38(62,3)  36(76,6) 0,168 | 32(69,6) 46(69,7) 0999 | 33(66,0) 47(69,1) 0,874
Perda de olfato ou paladar 42 (68,9)  28(59,6) 0425 | 29(63,0) 41(62,1) 00999 | 34(68,0) 40(58,8) 0,409
Dor de Garganta 12(19,7)  16(34,0) 0,142 14 (304) 18(27,3) 0,879 14 (28,0) 14(20,6) 0,474
Dor de cabeca 38(62,3)  28(59,6) 0,930 | 25(543) 41(62,1) 0,530 | 26(52,0) 44(64,7) 0,231
Diarreia 14 (23,00 12(255) 0,933 10(21,7) 18(273) 0,657 122,00 17(250) 0,873
Tr;‘ﬁfggg}):‘;lm 13(19,4)  21(42,9) 0,011 16(32,7) 18 (25.4) 0,505 15(28,3) 23 (31,5) 0,849
Coagulopatias 3 (4,5) 3(6,1) 0,999 4(8,2) 4 (5,6) 0,862 2 (3,8) 4(5,5) 0,999
Hipertensio 7(10,4)  9(18,4) 0,342 7(143)  9(12,7) 0,999 6(11,3)  12(164) 0,581
Obesidade 10 (14,9)  10(20,4) 0,601 8(16,3)  12(169) 0,999 10 (18,9)  14(19,2) 0,999
Doenga Pulmonar 11(164)  3(6,1) 0,164 5(10,2)  9(12,7) 0,900 504 9(12.3) 0,823
ISTs 5(7,5) 3(6,1) 0,999 6(122)  4(5,6) 0,341 3(5,7) 5(6,8) 0,999
Parasitose 8(11,9)  2(4,1) 0,248 4(8,2) 6 (8,5) 0,999 2 (3,8) 8 (11,0) 0,255
Gripe ou Resfriado 60 (89,6) 36(73,5) 0,044 | 37(755) 61(859) 0227 | 42(792) 64(87.7) 0,303

(%): frequéncia porcentual. Os valores de p em negrito sdo significantes a 0,05.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2022.



Tabela 8 Relagdo entre os polimorfismos e as variaveis clinicas dentro da categoria dos Hospitalizados.

rs1143627 rs1143629 rs16944
n f:/o) n ((EA,) Pvalor 1 (Cj/o) n f;/o) P-valor | (A%) n ((3/0) P-valor
IMC (média + SD) 30,7(5,6) 30465 0,790 | 29.8(63) 312(61) 0221 299(6,3) 31,1(60) 0257
Tosse seca 51(58,6) 79 (72.5) 0,059 68 (764)  62(59,0) 0,016 67 (74,4) 63 (60,6) 0,058
Febre 46 (52,3) 70 (63,6) 0,142 53(58,9) 61 (57.,5) 0,965 54(59,3) 60 (57,1) 0,868
Cansago 33(37,5)  41(37.3) 0,999 39(43,3)  35(33,0) 0,181 35(38,5) 39 (37.,1) 0,966
Perda de olfato ou paladar 13 (14,8) 23 (20,9) 0,354 192L1)  17(16,0) 0,466 18(19.8) 18 (17,1) 0,771
Dor de Garganta 10(11,4) 14 (12,7) 0,942 10(11,1) 14 (13,2) 0,820 11(12,1) 13 (12,4) 0,999
Dor de cabeca 18(20,5)  30(27.3) 0,344 24(26,7) 24 (22,6) 0,627 23(253)  25(23.8) 0,943
Diarreia 24(273) 26 (23,6) 0,674 26(28,9) 24 (22,6) 0,403 24 (264) 26 (24,8) 0,925
Trl(;‘l’llfesﬁzgé:‘;l o 5(5,7) 9(7,8) 0,763 6 (6,3) 8 (7.3) 0,991 6 (6,3) 8 (7.,5) 0,963
Aneurismi’VDCemme U 1231400 16(13,8) 0,999 12(12,6) 16 (15,0) 0,785 15(15,8) 13 (12,4) 0,624
Coagulopatias 0 (0) 6(5.2) 0,085 5(5,3) 1(0,9) 0,101 5(5,3) 1(1,0) 0,104
Hipertensio 43 (48,9) 53 (45,7) 0,758 44 (463)  52(47,7) 0,954 45474)  51(47,7) 0,999
Obesidade 21(22,8)  37(31,9) 0,196 260274)  32(283) 0,999 26(274)  32(28,8) 0,939
Doenca Pulmonar 8 (8,9) 8 (6,9) 0,789 9(9,5) 7(6,3) 0,558 8 (8,4) 8 (7,3) 0,980
ISTs 2(2,3) 2(1,7) 0,999 22,1 2(1,9) 0,999 2(2,1) 2(1,9) 0,999
Gripe ou Resfriado 7 (8,0) 9(7.8) 0,999 8 (8,4) 8 (7,3) 0,980 8 (8,4) 8 (7,5) 0,999

%): frequéncia porcentual. Os valores de p em negrito sao significantes a 0,05.
q p p g g

Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2022.
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Estes resultados sdo complementados com os da Tabela 9, na qual foi possivel verificar
que, dos trés polimorfismos estudados, apenas o rs1143627 possui relevancia ao se tratar de
gravidade da infec¢do. Ao realizar a comparacao entre o grupo dos nao hospitalizados e o grupo
dos hospitalizados, foi constatado que aqueles que possuem o alelo G nesse SNP apresentaram
um risco maior (praticamente o dobro) de evoluir para um pior desfecho clinico comparado
aqueles que possuem o alelo A, apds corre¢do para idade e IMC na analise de regressdo

logistica.

Tabela 9 Comparacgdo entre quadros leve e grave em relagdo as variantes analisadas.

. Nao o 1e OR IC P
Polimorfismo Hospitalizados Hospitalizados P Valor (G) 959, Valor
rs16944 (G) 77 (57,5) 160 (58,0) 0,999
rs1143627 (G) 49 (40,2) 147 (52.,9) 0,026 2,045 1§096§07 0,032
rs1143629 (A) 76 (60,3) 163 (58,2) 0,772

OR = odds ratio (razdo de chances); 1C95% = intervalo de 95% de confianca; Os valores de p
em negrito sdo significantes (p<0,05). A analise de regressao foi corrigida por idade e IMC.
Fonte: Elaborado pelo préoprio autor, 2022.

Dado que os polimorfismos se encontravam em desequilibrio de ligagdo, com valores
de p significantes e coeficientes normalizados de Lewontin préximos a 0,8 para os trés
marcadores, os haplotipos foram inferidos e classificados conforme o provavel nivel de
expressao génica (Tabela 4). Essas classes de provavel baixa, intermediaria ou alta expressao
foram relacionadas com a gravidade, conforme demonstrado na Tabela 10. Percebeu-se uma
associagao entre gravidade do quadro clinico e expressao de IL-13, onde haplotipos de baixa
expressdo sdo mais prevalentes no grupo de individuos hospitalizados do que no de nado

hospitalizados.

Tabela 10 Relacdo entre os provaveis niveis de expressdo de IL-1f3 e as varidveis avaliadas.

Baixa Média Alta P-valor
N3ao hospitalizados 36 (29,5) 29 (23,8) 57 (46,7) 0.003
Hospitalizados 115 (41,7) 32 (11,6) 129 (46,7) i

Variaveis categoricas estdo apresentadas como n e frequéncia porcentual; varidveis continuas
estdo apresentadas como média e desvio padrdo da média. Os valores de p em negrito sdo
significantes a 0,05.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2022.
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Ao avaliarmos esses hapldtipos e suas provaveis expressoes relacionadas dentro dos
grupos de ndo hospitalizados e hospitalizados (Tabelas 11 e 12, respectivamente), foi observado
que a unica diferenca significativa se encontra nos pacientes que ndo sofreram internagao

hospitalar e se trata daqueles que relataram quadro anterior de gripe e/ou resfriado, com
(p<0,05).

Tabela 11 Analise das variaveis clinicas dos pacientes nao hospitalizados de acordo com o
provavel nivel de expressao de IL-1p.

Nao Hospitalizados
Baixa Média Alta Povalor
n (%) n (%) n (%)

IMC (média + SD) 26,6 (4,8) 27,9 (5,1) 26,4 (4,2) 0,379
Tosse seca 21 (61,8) 15 (60,0) 26 (53,1) 0,701
Febre 21 (61,8) 12 (48,0) 23 (46,9) 0,375
Cansago 25 (73,5) 16 (64,0) 33 (67,3) 0,718
Perda de olfato ou paladar 22 (64,7) 16 (64,0) 32 (65,3) 0,994
Dor de Garganta 11 (32,4) 8 (32,0) 9 (18,4) 0,263
Dor de cabeca 18 (52,9) 16 (64,0) 32 (65,3) 0,495
Diarreia 7 (20,6) 8 (32,0) 11 (22,4) 0,561
Trgﬁ’fgjﬁfg&g:‘;ﬁo 13 (36,1) 9 (34,6) 12(22,2) 0,291
Coagulopatias 2 (5,6) 1(3,8) 3 (5,6) 0,942
Hipertensao 4 (11,1) 7 (26,9) 5(9,3) 0,085
Obesidade 6 (16,7) 7 (26,9) 7 (13,0) 0,300
Doenca Pulmonar 2 (5,6) 4 (15,4) 8 (14,8) 0,351
ISTs 3(8,3) 0 (0) 5(9,3) 0,285
Parasitose 1(2,8) 2(7,7) 7 (13,0) 0,237
Gripe ou Resfriado 25 (69,4) 24 (92,3) 47 (87,0) 0,033

Variaveis categoricas estdo apresentadas como n e frequéncia porcentual; varidveis continuas
estdo apresentadas como média e desvio padrdo da média. Os valores de p em negrito sdo
significantes a 0,05.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2022.
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Tabela 11 Analise das variaveis clinicas dos pacientes hospitalizados de acordo com o nivel de
expressao de IL-1.

Hospitalizados
Baixa Média Alta Povalor
n (%) n (%) n (%)

IMC (média + SD) 29,9 (6,3) 32,9 (7,2) 30,6 (5,7) 0,261
Tosse seca 66 (74,2) 15 (75,0) 49 (57,6) 0,050
Febre 54 (60,0) 15 (75,0) 45 (52,3) 0,160
Cansago 35 (38,9) 6 (30,0) 33 (38,4) 0,750
Perda de olfato ou paladar 18 (20,0) 5(25,0) 13 (15,1) 0,508
Dor de Garganta 11 (12,2) 3 (15,0) 10 (11,6) 0,918
Dor de cabeca 23 (25,6) 7 (35,0) 18 (20,9) 0,399
Diarreia 23 (25,6) 5(25,0) 22 (25,6) 0,998
e, oh 300 sem o
Aneurisma, Derrame ou AVC 14 (14,9) 3 (13,6) 11 (13,1) 0,941
Coagulopatias 5(5,3) 1(4,5) 0(0) 0,105
Hipertensao 44 (46,8) 11 (50,0) 41 (47,7) 0,964
Obesidade 26 (27,7) 11 (50,0) 21(23,3) 0,044
Doenga Pulmonar 8 (8,5) 0(0) 8(9,1) 0,346
ISTs 2(2,1) 0 (0) 2(2,4) 0,771
Gripe ou Resfriado 8 (8,5) 1 (4,5) 7 (8,1) 0,821

Variaveis categoricas estdo apresentadas como n e frequéncia porcentual; varidveis continuas
estdao apresentadas como média e desvio padrao da média.
Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2022.
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6 DISCUSSAO

A COVID-19, infec¢ao causada pelo Sars-CoV-2, ¢ uma enfermidade descoberta em
2019 que desde entdo vém sendo tratada como um caso de calamidade publica. Trata-se de uma
doenga de carater respiratorio, mas que devido a sua complexa fisiopatologia pode estender-se
aos sistemas cardiaco, neuroldgico, gastrointestinal, entre outros. Tal fenomeno ocorre pelo fato
desse virus ter como receptor o ECA2, principal proteina do Sistema Renina Angiotensina
(RAS) e que ¢ amplamente encontrada nos sistemas acima citados e alguns outros, incluindo o
trato respiratdrio. Além de sua complicada patogenicidade, o Sars-CoV-2 possui alto teor de
transmissibilidade, o que levou a OMS a declarar a COVID-19 como uma doenca pandémica
(CIOTTTI et al., 2020; SONG; KOH, 2022).

Sabe-se que esta doenca ¢ caracterizada pela heterogeneidade nos sintomas, sendo que
para alguns a infec¢dao pode ocorrer de forma imperceptivel ou desencadear sintomas leves,
semelhantes aos causados por outros virus respiratorios, enquanto que em outros, quadros
graves com presenca de sequelas, sendo a fatalidade, sdo comumente vistos (LIU et al., 2021).
Para mais, corroborando com Almeida-Pititto e colaboradores (2020); Li e colaboradores
(2020) e Wang e colaboradores (2020), ¢ notavel neste estudo que comorbidades como doencgas
cardiovasculares, neurologicas e metabolicas, além de caracteristicas fisiologicas, como idade,
estdo associadas a um pior desfecho clinico da infecgao.

Uma vez que o virus esteja ligado ao seu receptor, ECA2, ele ird adentrar e tornar a
célula infectada, podendo dar inicio em seu processo de replicagdo. Antes disso, ja had a agdo
do sistema imune inato através do envolvimento de receptores de reconhecimento de padrdes
(PRRs) de ssRNA e dsRNA por meio de receptores citosolicos, extracelulares e endossomais
como os RLRs e TLRs, a fim de evitar o processo de replicagdo viral. Apods a ativagao dessa
via, sinalizagdes subsequentes estimulam a liberagao de citocinas, como IL-1 ¢ TNF, que
auxiliam o sistema imune inato a exercer a ac¢ao antiviral de células alvo e potencializam o
sistema imune adaptativo (VABRET et al., 2020; ZHONG et al., 2020).

Por mais que a fase viral inicial seja caracterizada pela presenga de replicagdo viral com
consequente dano tecidual oriunda diretamente desse ciclo, o recrutamento de células imunes
tem papel ativo na proliferacdo de sintomas sistémicos através da inflamacdo exacerbada, tanto
que estes sintomas podem permanecer € agravar mesmo apo6s a eliminagdo do virus. Por mais
fundamental que seja a acdo do sistema imune durante a interacdo patégeno-hospedeiro, a sua

desregulagdo com uma intensa producao de moléculas pr6 inflamatorias estd vinculada como
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causa de sérias complicagdes pos infeccdo (MATHESON et al., 2020; TAY et al., 2020;
MERAD et al., 2022)

Alinhado com outros estudos, os sintomas comumente vistos tanto em casos leves
quanto graves envolvem tosse, fadiga, dor de cabega e perda do olfato e/ou paladar, além de
febre, que, em outros estudos, foi constatado que elevagdo da temperatura corporal é mais
visualizada em pacientes que tiveram um pior desfecho e necessitam de internagdo. (BURKE
et al., 2020; TIAN et al., 2020; VAN KESSEL et al., 2022). Observamos uma tendéncia
(p=0,07) de maior prevaléncia de febre no grupo de pacientes hospitalizados (58,6%) do que
no de nao hospitalizados (47,5%), o que vai ao encontro do observado em outras populagoes.

Ao relacionar idade como fator de risco para um pior progndstico da doenca foi
constatado neste estudo que individuos com idade avangada possuem um pior desfecho clinico,
corroborando com Gao e colaboradores (2021). Vale ressaltar que pessoas com uma idade
avangada ndo estdo somente associadas a quadros mais graves, mas também possuem uma
maior taxa de mortalidade (SILVA; JARDIM; LOTUFO, 2021). Em contrapartida, ao realizar
a comparacao dos grupos por estirpe familiar, este mesmo autor relata que pessoas de etnia ndo
branca sdo mais propensas a evoluir para quadros graves e fatais, resultado este que vai de
encontro ao obtido na atual pesquisa, a qual ndo foi observado uma diferenga significativa entre
etnias brancas e ndo brancas. Contudo, o nimero de individuos classificados como nao brancos
em nosso trabalho ¢ pequeno, o que pode ter dificultado observar essa associacao entre
gravidade e etnia. Seria essencial conduzir pesquisas com outras populagdes brasileiras que
apresentam maiores taxas de autoclassificagdo ndo branca para fins de esclarecimento sobre
este ponto.

Embora, no que diz respeito ao sexo, nao tenha sido realizado neste trabalho uma
comparacao sobre qual ¢ mais propenso a contrair a infeccao pelo Sars-CoV-2, vale ressaltar
que em outros estudos com esse foco o resultado ainda ¢ contraditorio. Ao passo que Gao e
colaboradores (2011) e Teich et al., (2021) relataram uma maior prevaléncia da doenga em
homens, Almeida et al., (2020) e Valim et al., (2021) tiveram um resultado contrario, sendo
mulheres o género mais frequente. Esse fenomeno pode ser explicado pelo fato de
historicamente, homens serem mais negligenciadores do que mulheres no que tange
acompanhamento médico e procura a servigos de saude, o que pode acarretar subnotificagdes
dessa populagdo. Seguindo este raciocinio, seria esperado maior prevaléncia de homens no
grupo de pacientes hospitalizados do que no de nao hospitalizados, contudo, ndo observamos

uma diferenca significativa nas prevaléncias em nosso estudo.
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Outro aspecto importante que pode levar ao agravo da infeccdo ¢ a obesidade. Dado
que, segundo a OMS, obesidade ¢ definida pelo elevado acimulo de gordura corporal, uma
pessoa ¢ considerada obesa quando possui seu IMC superior a 30 kg/m2. Foi notavel nesta
pesquisa que quadros graves de COVID-19 foram mais prevalentes em individuos obesos
(»p=0,0001), corroborando com outros estudos. Pelo fato deste ser considerado um distiurbio
metabolico, pacientes obesos possuem uma inflamagao cronica, o que pode desregular tanto o
sistema imune inato quanto o adaptativo, além de afetar o parénquima pulmonar ocasionando
uma debilidade no sistema respiratorio. Vale destacar que, como algumas citocinas pro
inflamatorias sdo produzidas inclusive no tecido adiposo, e nesses individuos existe um
desequilibrio entre moléculas pro e anti-inflamatorias, ou seja, citocinas anti inflamatorias sao
menos expressas ao passo que as proteinas pro inflamatodrias tem suas atividades aumentadas
¢ comum serem encontrados niveis elevados destas proteinas nesses pacientes, como IL-6 e
TNF (WISSE, 2004; HONCE; SCHULTZ-CHERRY, 2019; CAI et al., 2020; FRESAN et al.,
2021). Salienta-se que nessa pesquisa ha duas categorizagdes que foram avaliadas envolvendo
esta comorbidade: uma sendo o IMC, o qual foi calculado através dos dados clinicos obtidos
dos prontuarios e questiondrios aplicados, e obesidade, classificada através do ponto de corte
de 30 no IMC. Contudo, ambas as variaveis apresentaram resultados similares, se relacionando
com o grupo de pacientes hospitalizados, ou seja, aqueles que teoricamente apresentam quadros
clinicos mais graves da doenga.

Como citado anteriormente, a COVID-19 ¢ uma infec¢do respiratoria que pode
estender-se a outros orgaos e sistemas, o que pode gerar diferentes sintomas em diferentes
individuos. A forma como o organismo ird responder a essa infeccdo depende de diversos
fatores extrinsecos e intrinsecos, como a influéncia genética, que definem como serd a
imunomodulacao e consequentemente, o desfecho clinico final. Ao realizar a comparagao entre
o grupo dos ndo hospitalizados com hospitalizados, foi observado que a distribuicdo dos
sintomas em que ha valor significativo foi heterogéneo, dado que tosse teve mais prevaléncia
em individuos internados (p=0,019) e cansaco, perda do olfato e/ou paladar, dor de garganta e
mialgia pdde ser observado com maior frequéncia naquelas pessoas seguiram com a infeccao e
tratamento em domicilio (p=0,0001; p=0,0001; p=0,002 e p=0,0001, respectivamente), assim
como para Liu et al. (2020), o qual também relatou que tosse foi mais prevalente naquelas que
foram internados. J& para Teich e colaboradoradores (2020), embora a tosse tenha sido notada
mais frequentemente em casos de internagdo, esse sintoma ndo foi o uUnico, pois cefaleia e
congestao nasal também foram associados a esses pacientes. Para Marcolino et al. (2021), foi

averiguado que tosse, dispneia e febre foram os sintomas mais relatados durante a apresentagdo
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hospitalar. No entanto, vale ressaltar manifestagdes clinicas sdo oriundas de fatores como: faixa
etaria, morbidades e cuidados de saude (DEER et al., 2021; GOULART; SANTOS; SILVA,
2021; MONTOYA et al., 2021; ZHANG et al., 2022).

Cada vez mais esta explicito que além de ter influéncia no sistema imune, a genética
também estd associada ao desenvolvimento e progressdo de doencas infecciosas, sejam
parasitarias, fungicas, microbianas ou virais (ROCHA et al., 2007; SABETI et al., 2012;
MANGANO; MODIANO, 2014). Além disso, novos estudos tém mostrado que moléculas
inflamatoérias, como a IL-13, medeiam o processo inflamatdrio nao somente na COVID-19, mas
também em outras infec¢des virais, como a Gripe HIN1, desencadeada pelo virus Influenza A
(HIN1) (LIU et al., 2013; BORECKI et al., 2014; AUSCHULER et al. 2020). Para mais, este
gene também foi associado a outras infecgdes causadas por virus de carater nao respiratério,
como em mulheres portadoras do papilomavirus humano (HPV), pertencente a familia
Papillomaviridae, cuja carga viral pode estar associada ao SNP rs16944, localizado na regiao
promotora do gene da IL-1B. Assim como o virus causador da Hepatite B, o HBV, pertencente
a familia Hepadnaviridae, que igualmente estd associado a variantes genéticas € ao aumento
significativo da carga viral, incluindo o SNP rs16944 (DHIFALLAH et al., 2020; ALBOSALE;
MASHKINA, 2021).

Por sua vez, Liu e colaboradores (2013), realizaram um estudo avaliando a influéncia
de SNP nos genes da IL-1B e IL-la na progressdo da Gripe HIN1. Foi constatado que,
individuos com alelo T no polimorfismo rs1143627 possuem uma maior propensiao a
adquirirem a doenga. Entretanto, na atual pesquisa, € possivel observar que portadores do alelo
G, ou seja, o equivalente de C nesse mesmo polimorfismo, estdo relacionados com um pior
desfecho (OR 2,045; 95% CI 1,063 - 3,980). Embora os resultados sejam contraditorios, vale
destacar que, ao passo que ambas as infecgdes virais acima mencionadas apresentam inimeras
semelhangas, cada uma carrega particularidades que as fazem apresentar estes resultados nao
concordante entre si, como receptores e fisiopatologia a elas associadas. Além disso, o resultado
observado por Liu quando avaliou HINI1 foi relacionado com suscetibilidade e nosso resultado
diz respeito a gravidade clinica da doenca, ou seja, todos 0s nossos pacientes foram infectados.
Pode-se supor que existam diferencas em termos de resposta imune que justifiquem cenarios
diferentes para maior risco de ser infectado e maior risco de desenvolver um quadro clinico
grave apos ser infectado e, neste contexto, variantes que levem a um perfil mais ou menos
inflamatorio podem atuar de formas antagonicas.

Outras pesquisas realizadas corroboram com o resultado anterior, onde € possivel notar

que polimorfismos tanto da /L-6 como da IL-1§ foram associados significativamente a
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gravidade clinica da infec¢ao pelo HIN1. A presenca do alelo G no SNP rs19644 ¢ responsavel
por desempenhar uma fungdo protetora contra a infec¢do. Essas diferencas observadas entre
estudos em relacdo a qual marcador da IL-1P encontra-se associado com a patologia pode ser
explicado pelas diferencas no desequilibrio de ligacdo destes marcadores em diferentes
populagdes. Considerando que estes marcadores podem ou ndo estar em haplotipo, apesar de
normalmente estarem, podemos ter a sinalizacdo da associagdo através de um efeito carona.
Estudos tem demonstrado que o alelo C da variante rs1143627 teria menor afinidade de ligacao
com seu fator de transcricao, c/EBPf, e consequentemente levaria a uma menor producao desta
citocina. Ainda ndo estd claro se os efeitos observados nos diferentes estudos se devem a
diferencas de funcionalidade entre os alelos ou efeito carona de alguma variante ndo avaliada.
Contudo, a acdo putativa dessa proteina para um pior desfecho nao somente na HIN1, mas
também na COVID-19 estd cada vez mais ganhando credibilidade, dado que, como citado
previamente, polimorfismos em genes da /L- 1 ja foram associados a um papel funcional contra
diferentes agentes infecciosos, como o virus da Hepatite C (HCV), HBV, HINI1 e Helicobacter
Pylori (TANAKA et al., 2003; HIRANKARN et al., 2006; YOO et al., 2010; RAMIREZ et al.,
2015; ALSCHULER et al., 2020).

Como a inflamacdo nao ¢ mediada exclusivamente pela IL-1, SNPs em genes
codificantes de outras citocinas pré inflamatorias estdo ganhando um papel putativo tanto no
prognoéstico quanto na suscetibilidade a infeccao. A IL-6, por exemplo, também esta presente
em niveis elevados durante o periodo em que o paciente se encontra enfermo pelo Sars-CoV-2
(XU et al., 2020; LIU et al., 2021; SMIESZEK et al., 2021). Neste intuito, Giannitrapani e
colaboradores (2022), observaram em seu trabalho através de um escore de risco genético
(GRS) envolvendo diferentes polimorfismos do gene da IL-6 que, assim como a [IL-1p,
predisposicoes genéticas em ambos os genes estdo interligadas com a resposta a infecgao.
Ivanski et al. (2022), por sua vez, relacionou através de sua pesquisa comparando individuos
recuperados da infecc¢do e aqueles que foram a dbito, que o SNP rs549908, variante no gene da
IL-18, também esta associado com um pior desfecho clinico (p=0,01).

Em contrapartida, algumas infec¢des bacterianas, como a Tuberculose (TB),
desencadeada pela micobactéria Mycobacterium tuberculosis, igunalmente vém sendo associada
a alguns polimorfismos, inclusive no gene da /L-1 (GOMEZ et al., 2006; HALL et al., 2015).
A TB ¢ uma infeccdo de ambito respiratdrio considerada a muito tempo umas das principais
causas de mortalidade, sendo a principal via de infeccdo a infiltragdo em células fagociticas
pulmonares, podendo evoluir para quadros extrapulmonares ou, em alguns individuos, entrar

em um estado latente. Estudos observaram que variantes como o rs16944 e rs1143634 estao
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associados a suscetibilidade e curso da doenga, como por exemplo, a presencga do alelo C na
posicao -511 da IL-15, que parece fornecer um papel protetor contra a infeccdo (GOMEZ et al.,
2006; NASLEDNIKOVA et al., 2009; WU et al., 2018). Além disso, outras enfermidades cujo
agente infeccioso € bacteriano, como a Helicobacter pylori, da mesma forma sio confrontados
com essas variantes genéticas, que sdo cruciais em potencializar a resposta a infecgdo pelos
microrganismos acima citados (RAD et al., 2003).

Desde a década de 90, pesquisas vém sendo desenvolvidas a fim de entender o papel da
genética e de alteragdes no DNA/RNA e sua relagdo entre patdgeno-hospedeiro (POCIOT et
al., 1992). Porventura, um estudo executado por Ben e colaboradores (2020), constataram que
SNP na posicao -511 do gene da IL-1f estdo amplamente associados a evolucao de infecg¢des
virais, uma vez que polimorfismos na regido promotora desta interleucina podem ter uma
importancia funcional na regulacao e na sua expressao, funcao essa que t€ém impacto direto na
resposta imune do hospedeiro (GIEDRAITIS et al., 2001; BEN-ARI et al., 2003). Para mais,
ao tratar-se exclusivamente da COVID-19, Feng et al. (2022) relataram influéncia de SNP nado
somente em genes da /L- 1/, mas também em genes de outras citocinas pré inflamatorias e genes
de receptores virais tanto na suscetibilidade quanto no percurso que a infecgao ira tomar.

Com relacdo aos niveis plasmaticos de citocinas pré inflamatorias, estudos
complementares comprovaram que, de fato, ha o aumento destas proteinas durante a infecgao.
Somado a isto, trabalhos demonstram que um pior progndstico da COVID-19 esta
correlacionado com alelos que influenciam nos niveis de expressao dessas moléculas, como a
presenca do alelo C no SNP -174 IL-6, do alelo G —1082 IL-10, alelo C na -592 IL-10 ¢ -819
também da IL-10 , que aumentam a expressao de seus niveis, respectivamente (DECLERCQ;
LEEUW; LAMBRECHT, 2022; LEITE et al., 2021; LIU et al., 2022; MARQUES et al., 2022).

Além disso, algumas destas mesmas alteragdes genéticas acima citadas foram
associadas a enfermidades que sdo caracterizadas como fatores de risco para o desenvolvimento
da infec¢ao causada pelo Sars-CoV-2, como obesidade, diabetes e HAS. Por consequéncia,
esses polimorfismos podem estar indiretamente correlacionados a prevaléncia dessas
comorbidades com o pior prognostico da doenga (GOYENECHEA; PARRA; MARTINEZ,
2007; BAl et al., 2014)

Ao realizar a abordagem de gene candidato, Tanimine e demais autores (2021)
constaram alguns fenotipos e genotipos independentes que poderiam estar associados ao Sars-
CoV-2. As amostras por eles utilizadas contemplam um » de 230 pacientes, oriundos de trés
hospitais localizados em Hiroshima, Japao, os quais foram diagnosticados com COVID-19 por

RT-qPCR, sendo considerados graves aqueles que precisaram de ventilagdo mecanica e nao
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graves os que ndo precisaram. Dentre os SNPs analisados, assim como para Wang et al. (2020),
corroborando com o presente estudo, aqueles com o alelo G no SNP rs1143627, tiveram um
risco aumentado de quatro a sete vezes do desenvolvimento da forma grave da COVID-19 (OR
ajustado [aOR], 7,1; IC 95%, 1,8— 27,6 e OR, 4,6; IC 95%, 1,3-17,0).

Ao relacionar o nivel de expressdo da IL-1, foi verificado que, ao realizar a comparagao
entre os dois grupos, aqueles que necessitaram de internacao hospitalar estdo associados a uma
baixa expressdo desta citocina. No entanto, Boumaza et al. (2021), relatou que o Sars-CoV-2
vivos, ao infectarem monocitos, estimula uma maior sintese de citocinas pré inflamatorias,
como a IL-1B, IL-6 e TNF. Diante disso, ¢ notavel que em individuos infectados pelo Sars-
CoV-2, o predominio da populagdo leucocitaria se da por células de origem mieloide, como
monocitos, mas em sua grande parte por neutrofilos, os quais ndo expressam o mRNA para a
IL-1B, mas os transcritos para esta citocina sao rapidamente induzidos apos a exposicao ao fator
recombinante estimulador de coldnias de granuldcitos-macrofagos (rGM-CSF), o que pode
indicar uma fonte potencial de expressao de IL-1P nestes pacientes (QUAYLE et al., 1994;
QUAYLE et al., 1995; SILVA et al., 2021). Por sua vez, ZIENOLDDINY e colaboradores
(2004), relatam que o alelo T confere o carater pré inflamatorio da citocina, além de estar
associado a um aumento em seu nivel de expressdao (LIND; HAUGEN; ZIENOLDDINY,
2007). Ja o alelo C foi associado a uma baixa expressao, levando a uma pior resposta imune
(LIU et al., 2013). Contudo, vale destacar que em outras infec¢des, como naquelas causadas
pela H. pylori, variantes genéticas, incluindo a -31 na regido promotora da /L-15 possuem
influéncia no nivel de sintese destas moléculas (IDRIS et al, 2021)

Como a grande familia da IL-1 ¢ bastante ampla e possui citocinas com diferentes
fungdes, outros genes dentro desta gama de membros também ja foram estudados. Meyer et al.
(2014), observou que variantes no gene da /L-/RN, que tem papel crucial na expressdao do
receptor antagonista da IL-1 (IL-1Ra), cuja fun¢do ¢ inibir o potencial inflamatério da IL-1,
estdo relacionadas ao baixo risco de desenvolvimento de SDRA e choque séptico, estando estas
entre as principais consequéncias do quadro grave de COVID-19. Em contrapartida, pesquisas
mostram que polimorfismos no gene da IL-la tem possivel relacdo com uma maior
disseminacao viral nasofaringea (CHEN et al., 2006; ABOBAKER; NAGIB; ALSOUFI, 2021).

Concluindo, ha evidéncias suficientes que a inflamagao exacerbada ¢ uma das principais
caracteristicas da COVID-19. Dentre as diversas moléculas que participam desse processo, a
IL-1p tem papel crucial na proliferagdo dela, visto que desempenha diferentes fun¢des ao longo
desse mecanismo, como: participar de vias de ativagcdo inflamatoria, assim como estimular a

sintese de outros membros que compde o processo inflamatdrio, processo o qual esta
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amplamente associado a um pior desfecho clinico da doenca. Para mais, variantes genéticas
estdo ganhando um papel putativo na imunomodulagdo do hospedeiro, e consequentemente, a
forma como o corpo responde a invasdo de um patogeno.

Vale destacar que, no presente estudo, o publico utilizado é composto integralmente por
individuos ndo vacinados, ou seja, quando a coleta de amostras destes foi realizada, a vacinagao
para o publico em geral ainda era escassa. Contudo, ¢ importante ressaltar que algumas vacinas
tendem a influenciar a imunomodulag¢io do hospedeiro, como é o caso da BCG, que em algumas
infeccdes, pode estimular leucdcitos a sintetizar uma maior concentracdo de IL-1P a fim de
diminuir a viremia (ARTS et al., 2018; DELSHAD et al., 2022).

Entretanto, apesar de a vacina ser um possivel interferente valido, que como citado
anteriormente, se fosse realizado o mesmo estudo atualmente com os mesmos individuos talvez
o resultado obtido ndo fosse 0 mesmo, uma vez que esta pode influenciar diretamente o sistema
imunologico e a interagdo patdégeno-hospedeiro, avaliar uma populagdo homogénea, ou seja,
integralmente nao vacinada, possibilita a visualizagao da grave extensao que a COVID-19 pode
percorrer, uma vez que a auséncia da anticorpos contra o Sars-CoV-2 se faz presente. Desta
forma, podemos conhecer o real papel das variantes genéticas nesta condi¢do e estarmos
melhores preparados em eventuais ressurgimentos da infec¢ao. Além disso, como citado em
outras pesquisas, ¢ possivel também notar como a vacina ¢ uma ferramenta poderosa no
combate as infecgdes, seja na COVID-19, HIN1, Poliomielite, dentre outras (BECHINI et al.,
2022; BEE et al., 2022; GOMES et al., 2022; OLIVEIRA et al., 2022).

Parte dos dados clinicos obtidos aqui foram coletados diretamente dos prontuarios
clinicos dos pacientes, enquanto os individuos do grupo nao hospitalizado puderam responder
a um questionario. Isso acabou influenciando na completude das informagdes, uma vez que
nem sempre os dados estavam inseridos no prontuario e acabamos por nao conseguir ter todas
as informacdes para todos os participantes. Contudo, hé relatos na literatura que demonstram
que a utilizacao de dados médicos autorrelatados ¢ valida e que os resultados sdo consistentes
com aqueles obtidos através do uso de dados extraidos do prontuario médico (TUNG et al.,
2011; ROBERTS et al., 2022). Portanto, mesmo utilizando fontes diferentes nossos resultados
sdo coerentes e robustos.

Por fim, ¢ conhecido que este estudo apresenta particularidades que podem divergir de
outras pesquisas, como o tamanho do grupo amostral. Contudo, vale frisar que vivemos em um
pais diversificado, ou seja, a populagdo estudada ¢ considerada altamente miscigenada, ndo
sendo possivel aplicar fidedignamente, achados genéticos oriundos de outras populagdes. Por

se tratar de uma doenca recente, estudos envolvendo a associagdo destes polimorfismos com
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uma populacdo tao diversa sdo escassos, sendo necessarios mais estudos que avaliem, como a
atual pesquisa, a correlagdo desses SNP com o pior prognostico da infec¢do, uma vez que ainda

ha individuos acometidos pelo virus e alguns mecanismos ainda nao sao totalmente conhecidos.

7 CONCLUSAO

A infec¢do pelo Sars-CoV-2 pode evoluir de diferentes formas em diferentes individuos.
A forma como a doenga ird progredir depende de varios fatores, incluindo a genética tanto do
hospedeiro como do patdégeno. Nesse sentido, foi verificado que pessoas portadoras do alelo G
no polimorfismo -31 regido promotora do gene da IL-1pB (rs1143627) apresentam um risco de
duas vezes mais do que aqueles portadores do alelo A de desenvolver quadros graves da
COVID-19, e consequentemente, necessitar de internacao hospitalar. No entanto, igualmente
neste gene, para as variantes em -511 (G/A) e no Intron 2 (G/A), ndo foi obtido um valor
significativo predizendo associacdo a um pior prognostico.

Outro ponto a se destacar foi a presenca de valores significativos associados a fatores
de riscos que contribuem para o agravamento da enfermidade em questdao, como idade e IMC,
além de hipertensdo, todos com valores significativos de p=0,0001. Vale destacar que estes
fatores ja foram descritos em outras pesquisas, que corroboram com o atual resultado. Trazendo
a tona os sintomas avaliados ¢ possivel notar que alguns também possuem valores significativos
ao realizar a comparagdo entre os grupos categoricos.

Ao analisar as varidveis com o nivel de expressao da citocina IL-1[, apenas dentro do
grupo dos nao hospitalizados foi observado valores com significancia, sendo que aqueles com
infeccao prévia pelo Influenza ou resfriado apresentaram haplotipos relacionados a maior
expressdo desta proteina, que estd intimamente ligada a resposta antiviral nos organismos.

Com base em nosso estudo e em outros previamente realizados, ¢ notavel que a IL-1B
participa ativamente na resposta imune e inflamatéria contra uma gama de infecgdes, incluindo
a proveniente do Sars-CoV-2, e que variagdes genéticas em genes que expressam estas proteinas
podem interferir diretamente na forma como o organismo ird responder a estimulos
patogénicos. Desta forma, ha necessidade de mais estudos avaliando essa associagdo com
prognostico, dado que estes resultados sdo importantes ferramentas para melhor compreender

mecanismos associados a COVID-19.
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ANEXO A - PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA (CEP)

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Busca de marcadores genéticos e epigenéticos em pacientes com
COVID-19: formacdo de um biorepositorio.

Pesquisador: JULIANA DAL RI LINDENAU

Area Tematica: Genética Humana:

(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao
necessita de analise ética por parte da CONEP;);
Versao: 2

CAAE: 32858820.0.0000.0121
Instituicao Proponente: Universidade Federal de Santa Catarina

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.164.291

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de macroprojeto coordenado pela professora Juliana Dal-Ri Lindenau, do
Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética, com participagdo dos
pesquisadores Yara Costa Netto Muniz e Guilherme de Toledo e Silva do
BEG/CCB/UFSC; Sharbel Weidner Maluf e Ténia Beatriz Creczynski-Pasa do
PPGFar/UFSC. Estudo transversal do tipo caso x controle, com 2000 participantes,
divididos em dois grupos de 1000 casos ¢ 1000 controles.

Critérios de inclusdo: Individuos maiores de 18 anos que estejam internados com
diagnostico de COVID-19 e individuos saudéaveis sem o diagndstico da infecgdo. Em carta
resposta a pesquisadora informa que os participantes-controle “““Os pacientes controles
serdo recrutados em diferentes ambulatdrios do hospital, tendo como critérios de inclusao

ser maior de idade e ndo apresentar infecg¢do ativa ou ter sido infectado pelo novo
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coronavirus”.
Critérios de exclusdo: Individuos menores de 18
anos. Intervengdes: coleta de swab nasal, coleta de

sangue, questionario.

Hipotese:

Parte-se da hipotese de que determinadas variantes genéticas relacionadas com maior
expressao de genes inflamatdrios € com menor producdo de marcadores sanguineos estarao
relacionadas com maior suscetibilidade a COVID-19, além de se relacionarem com pior
quadro clinico. Além disso, miRNAs que atuam em vias importantes para a expressao desses
genes podem contribuir para estes quadros. Adicionalmente, pessoas em tratamento
medicamentoso para COVID-19 podem responder de forma diferente devido a presenca de
variantes que aumentam ou diminuem a expressao de genes de metabolizagdo e ou

transporte de farmacos.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

1. Constituir um biorepositério de amostras de pacientes com diagnéstico confirmado
de COVID-19 que serao utilizadas para as analises propostas;

2. Investigar a influéncia de polimorfismos genéticos e marcadores epigenéticos
sobre a expressao de genes relacionados a resposta imune e a suscetibilidade e/ou
severidade da infeccao por COVID-19;

3. Analisar polimorfismos genéticos que podem influenciar no ajuste de dose ou no

desenvolvimento de efeitos adversos em pacientes tratados para COVID-19.

Objetivo Secundario:

1- Verificar se hé associacdo entre variantes em diversos genes de HLA (classe Ia, Ib, [T e
III) e em genes relacionados a citocinas e a suscetibilidade a COVID-19. Avaliar a
expressao desses marcadores nos pacientes e comparar estes achados com informagdes
disponiveis em bancos de dados populacionais de individuos sem infec¢do buscando
determinar marcadores genéticos de suscetibilidade. 2- Verificar se ha diferenca no curso
clinico de pacientes infectados que possuem polimorfismos nos genes analisados. Avaliar
se essas variantes influenciam na expressdo dos marcadores e correlacionar esses dados
com as informagdes clinicas disponiveis nos prontuarios dos pacientes buscando

determinar marcadores genéticos de gravidade da infeccdo. 3- Identificar variantes
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genéticas associadas com a presenca e com o risco de complicacdes induzidas por
farmacos utilizados para tratamento de COVID-19. Explorar o efeito de polimorfismos em
genes candidatos relacionados ao transporte e metabolizagao destes farmacos sobre a dose
recomendada e construir um algoritmo incluindo variaveis genéticas, clinicas e ambientais
para predicdo de dose.4- Analisar a expressdo dos miRNAs em amostras de pacientes
diagnosticados com a COVID-19 em comparacdao com amostras de individuos sadios
buscando por marcadores de suscetibilidade.5- Analisar a expressdo dos miRNAs em
amostras de pacientes com diferentes -quadros clinicos de COVID-19, além de pacientes

recuperados e saudaveis buscando por marcadores de gravidade da doenca.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Analise adequada dos riscos e beneficios.

Riscos: faremos uma coleta de sangue periférico e uma coleta com swab nasal (que ¢
parecido com um cotonete). Nenhum dos dois procedimentos acarretard em dor,
entretanto, vocé€ pode sentir um leve desconforto no momento da coleta e pode ficar com
um hematoma no local da coleta do sangue. Mas nao se preocupe, este hematoma
desaparecera em poucos dias sem a necessidade de nenhuma intervencao de sua parte. Para
minimizar estes riscos, aconselhamos que vocé nao carregue peso com o braco onde foi
realizada a coleta. Também serd realizada uma entrevista através de questiondrio
semiestruturado, onde coletaremos informagdes sociodemograficas e habitos de vida
(coisas como fumar, beber, fazer atividade fisica, entre outras). Vocé pode se sentir um
pouco constrangido ao longo da entrevista, por incomodo em falar ou, ainda, por
mobilizacdo emocional. Desta forma, os riscos serdo minimizados, pois, vocé€ nao
precisard responder a qualquer pergunta ou fornecer quaisquer informagdes durante a
entrevista se sentir- se desconfortdvel ou achar que a resposta trata-se de algo muito
particular, contudo os pesquisadores estarao dispostos a lhe ouvir, interromper a entrevista
se assim vocé desejar, retornando a coletar os dados sob sua anuéncia tdo logo se sinta a
vontade para continua-la. Contudo, destacamos que apesar de nossos esfor¢os para manter
os dados andnimos, sempre existe a possibilidade mesmo que remota de quebra de sigilo,
ainda que involuntaria e ndo intencional. Caso isso acontega, serdo tomadas as

providéncias necessarias de acordo com a legislagdo.

Beneficios: Vocé ndo terd nenhum beneficio direto ao participar desta pesquisa, mas o0s
resultados deste

projeto permitirdo compreendermos o que faz com que algumas pessoas sejam mais

suscetiveis a doenca do que outras e porque algumas pessoas respondem melhor aos
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tratamentos medicamentosos utilizados do que outras. Essas informacdes podem
contribuir para uma melhor triagem de individuos de maior risco ¢ uma melhor

personalizacdo de tratamentos em caso de novas infecgdes.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Destacamos que o projeto informa que “Este macroprojeto pretende constituir um
biorrepositorio de amostras de pacientes com diagnostico confirmado de COVID-19 que
serdo utilizadas para as andlises propostas” especificos posteriormente informando a
ligacdo com o presente macroprojeto, quando da realizacao efetivamente das propostas

apresentadas”.

Em carta resposta a pesquisadora informa que “Todas as amostras serdo armazenadas em
um freezer - 80°C no Laboratorio de Polimorfismos Genéticos (LAPOGE) da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) localizado no Centro de Ciéncias

Biologicas, Campus Jodo David Ferreira Lima, Setor F — Blocos B
— 3% andar - Sala 306 sob responsabilidade da pesquisadora principal”.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

Folha de rosto assinada pelo pesquisador responsavel e pelo Chefe do Departamento de

Biologia Celular, Embriologia e Genética, professor Marcio Ferreira Dutra.

Consta autorizagdo institucional, nos termos da resolugdo 466/12, assinada pela Gerente

de Ensino e Pesquisa/HU/UFSC/EBSERH.

TCLE atende as exigéncias da resolugdo 466/12, no entanto apresenta muitos termos
técnicos ou expressdes que dificultam a compreensdo por todos os grupos de
pacientes atendidos no HU/UFSC/EBSERH.

Consta TCLE especifico para o

biorrepositdrio. Consta o questionario

aos participantes.

Consta o instrumento para coleta de dados do prontuério.

Recomendagdes:

Nao ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
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As pendéncias ou inadequagdes foram sanadas e o biorrepositorio, conforme cronograma
no formulario base da PB estd aprovado até¢ 30 de junho de 2025. No TCLE do

biorrepositdorio ha dois campos de autorizagdo de uso das amostras do biorrepositério: (1)

o participante do estudo deve autorizar o uso a cada novo projeto ou (2) o participante do

estudo autoriza seu uso para projetos com a mesma tematica deste projeto. Sendo,

portanto, de responsabilidade da coordenadora deste projeto o uso de cada amostra

conforme autorizacdo do participante.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquiv Postagem Auto Situaca
0 r 0

Informacoes PB_INFORMACOES BASICAS D | 10/07//2020 Aceito

Basicas OP

do Projeto ROJETO 1559520.pdt 19:06:53

Outros Carta_resposta.pdf 10/07/2020| JULIANA DAL RI| Aceito
19:06:32 | LINDENAU

Outros Prontuario.pdf 10/07/2020| JULIANA DAL RI| Aceito
19:05:00 |LINDENAU

TCLE / Termos de [ TCLE _COVID19.pdt 10/07/2020| JULIANA DAL RI| Aceito

Assentimento / 19:04:14 |LINDENAU

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE_ CONTROLES.pdf 10/07/2020| JULIANA DAL RI| Aceito

Assentimento / 19:03:58 |LINDENAU

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de [ TCLE_Biorepositorio.pdf 10/07/2020| JULIANA DAL RI| Aceito

Assentimento / 19:03:40 |LINDENAU

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado /] Projeto.pdf 10/07/2020| JULIANA DAL RI| Aceito

Brochura 19:02:57 |LINDENAU

Investigador

Outros QUESTIONARIO_COVID.pdf 01/06/2020| JULIANA DAL RI| Aceito
16:26:18 |LINDENAU

Declaracdo de Ciencia_da Instituicao.pdf 01/06/2020| JULIANA DAL RI| Aceito

Instituigao e 16:24:35 |LINDENAU

Intraestrutura

Folha de Rosto Folha de rosto.pdf 01/06/2020| JULIANA DAL RI| Aceito
16:21:01 |LINDENAU
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ANEXO B - QUESTIONARIO APLICADO AOS PACIENTES INFECTATOS
PELO SARS-COV-2

Nome:
Prontuario:
Sexo: ( )F ( )M Data de nascimento:  / /

Data coleta: / /
Telefone para contato:

E-mail:

Estado civil: ( ) casado(a)/unido consensual  ( ) solteiro(a) ( )Separado(a)/
divorciado(a) ( )viavo(a)

Grau de escolaridade: ( ) fundamental incompleto ( ) fundamental completo  (
)ensino médio incompleto  ( ) ensino médio completo () superior incompleto  (
) superior ( ) pos-graduacao

Qual é a sua principal ocupacio (que gera maior
renda):

Bloco Historico de Saude:

Entrevistador, leia as opgdes abaixo e em caso de categorias com mais de uma patologia
possivel, sublinhe a(s) condigdo(des) apresentada(s) pelo participante. As questdes sobre
tratamento medicamentoso somente devem ser aplicadas aqueles participantes que
responderam Sim na pergunta sobre a condicao e se referem a situagdes atuais ou anteriores.

I.1) Doenca arterial coronariana ( ) Nao( ) Sim
H4 quanto tempo?
I.1.1) Utiliza algum medicamento? ( ) Nao( )Sim Qual?
Dose:

H4 quanto tempo?
Efeitos adversos?

1.2) Colesterol e/ou Triglicérides alto (gordura no sangue) ( ) Nao( ) Sim
H4 quanto tempo?
1.2.1) Utiliza algum medicamento? ( ) Nao( )Sim Qual?
Dose:

Ha quanto tempo?
Efeitos adversos?

1.3) Aneurisma, derrame ou acidente vascular cerebral ( ) Nao( ) Sim
H4 quanto tempo?
1.3.1) Utiliza algum medicamento? ( ) Nao( )Sim Qual?
Dose:

Ha quanto tempo?
Efeitos adversos?

1.4) Coagulopatias (trombose, hemofilia, anemia falciforme, outras) ( ) Nao( ) Sim
Ha quanto tempo?

L.4.1) Utiliza algum medicamento? ( ) Nao( )Sim Qual?
Dose:
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Ha quanto tempo?
Efeitos adversos?

I.5) Hipertensao arterial/ pressao alta ( ) Nao( ) Sim
Ha quanto tempo?
L.5.1) Utiliza algum medicamento? ( ) Nao( )Sim Qual?
Dose:

Ha quanto tempo?
Efeitos adversos?

1.6) Diabetes (acuicar no sangue) ( ) Nao( ) Sim
Ha quanto tempo?
1.6.1) Utiliza algum medicamento? ( ) Nao( )Sim Qual?
Dose:

Ha quanto tempo?
Efeitos adversos?

1.7) Doen¢a pulmonar (asma, enfisema, DPOC, outra) ( ) Nao( ) Sim
Ha quanto tempo?
1.7.1) Utiliza algum medicamento? ( ) Nao( )Sim Qual?
Dose:

H4a quanto tempo?
Efeitos adversos?

I.8) Doenca respiratéria viral (gripe, resfriado comum, faringite, laringite, bronquite,
bronquiolite, pneumonia)

( )Nao( )Sim Com que frequéncia? ou

H4 quanto tempo?
1.8.1) Utiliza algum medicamento? ( ) Nao( )Sim Qual?
Dose:

Ha quanto tempo?
Efeitos adversos?

1.9) Costuma realizar a vacina da gripe? ( )Nao( )Sim
Com que frequéncia?

1.10) Infeccoes sexualmente transmissiveis (AIDS, sifilis, clamidia, gonorreia, HPV,
herpes genital, tricomoniase, outras)? ( ) Nao( ) Sim

Ha quanto tempo?
1.10.1) Utiliza algum medicamento? ( ) Nao( )Sim Qual?
Dose:

Ha quanto tempo?
Efeitos adversos?

I.11) Doenca causada por parasita (amebiase, giardiase, leishmaniose, malaria,
toxoplasmose, chagas, tricomoniase, esquistossomose, ascaridiase, teniase, outras)

( )Nao( )Sim

Ha quanto tempo?
I.11.1) Utiliza algum medicamento? ( ) Nao( )Sim Qual?
Dose:
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Ha quanto tempo?
Efeitos adversos?

I.12) Cancer ( ) Nao( )Sim H4é quanto tempo?
Qual?
1.12.1) Utiliza algum medicamento? ( ) Nao( )Sim Qual?
Dose:

Ha quanto tempo?
Efeitos adversos?

1.13) Problemas hormonais (hipo ou hipertireoidismo, osteoporose, menopausa, ovario
policistico, caréncia de testosterona, obesidade, outras) ( ) Nao( ) Sim

Ha quanto tempo?
1.13.1) Utiliza algum medicamento? ( ) Nao( )Sim Qual?
Dose:

Ha quanto tempo?
Efeitos adversos?

1.14) Outras doencas ou problemas de
saude?

I.15) Algum outro medicamento ou suplemento? (Informar nome, indicacdo, dose,
frequéncia semanal e horario do dia. Entrevistador, dar atencio especial aos suplementos
de vitamina D, C, ferro e Omega 3)

Bloco Estilo de Vida:

I1.1) Atualmente, vocé pratica alguma atividade fisica de maneira regular (pelo menos 2
vezes por semana)? I1.1.1) Se sim, qual (is): ( ) corrida ( ) hidroginastica ( )
caminhada ( ) futebol ( ) musculacdo ( )vodlei ( ) ginadstica ( )natacdo (
) outro (especifique)

I1.1.2) Total de minutos dispendidos nestas atividades elencadas acima, por semana:
() 40-60 minutos/semana ( ) 61-80 minutos/semana () 81-100 minutos/semana
( ) 100 ou mais minutos/semana

Sedentario | Pouquissimo Pouco Ativo | Bastante Atleta
Ativo Ativo Ativo

I1.1.3) Como vocé classificaria seu nivel de condicionamento fisico?



78

I1.2) Vocé possui alguma limitacao fisica (dor, lesdo ou cirurgia nos ossos, musculos ou
articulacoes) que limite e/ou impeca a pratica de atividades fisicas?

IL.3) Vocé fuma ou ja fumou? ( )Nao ( )Sim,¢éfumante ( ) Ex-fumante (
) Fumante passivo
II.3.1) Se sim, em média quantos cigarros vocé fuma por dia?

11.3.2) Em caso de utilizacio de narguilé, com qual frequéncia?

11.4) Vocé bebe alcool ou ja bebeu? ( )Nao ( ) Sim, socialmente ( ) Alcoodlatra
() Ex- Alcodlatra
I1.4.1) Se sim, em média quanto vocé bebe por dia e qual bebida?

IL.5) Vocé ingere frutas e verduras regularmente (todos os dias)? ( )Nao ( )Sim
I1.5.1) Se sim, em média quantas porcoes por dia?

I1.5.2) Quantas porc¢oes sao de frutas e vegetais ricos em vitamina C (laranja, limao,
tangerina, tomate, brécolis, couve-flor, kiwi, batata doce, morangos, mamao...) por dia?

I1.5.3) Quantas por¢oes de leguminosas e oleaginosas (como feijao e castanhas) por dia?

I1.6) Vocé ingere doces ou bebidas acucaradas regularmente (todos os dias)?
( )Nao ( )Sim
11.6.1) Se sim, em média quantas porcoes por dia?

I1.7) Vocé ingere frituras regularmente (todos os dias)? ( )Nao ( )Sim
11.7.1) Se sim, em média quantas porcoes por dia?

I1.8) De maneira geral, como vocé classificaria sua alimentagio?

Nada saudavel | Pouquissimo Pouco Saudavel | Muito
Saudavel Saudavel Saudavel

Bloco Informagoes da familia:

II1.1) Algum parente (primeiro grau) ja teve problema respiratério? ( )Nao( ) Sim
() Nao sabe informar

Qual condigao?
Nivel de parentesco:
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I11.2) Algum parente (primeiro grau) ja teve problema de coagulacdo? ( ) Nao( ) Sim
() Nao sabe informar

Qual condigao?
Nivel de parentesco:

I11.3) Algum parente (primeiro grau) ja teve algum tipo de cincer? ( )Nao( ) Sim
() Nao sabe informar

Qual condigao?
Nivel de parentesco:

Espacgo extra:
Entrevistador, utilize este espago para anotar qualquer outra informacgao relevante fornecida
pelo participante

Nome do entrevistador:
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