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RESUMO

A COVID-19 ¢ uma infec¢do viral altamente transmissivel causada por um coronavirus
zoonotico, nomeado severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2). Cerca
de 1/5 dos pacientes sdo acometidos pela sindrome da angustia respiratoria aguda, caracterizada
pela infeccao das células alveolares e instauragdo de processos inflamatdrios, o que pode
culminar em hospitaliza¢do. Os receptores foll-like (TLRs) sdo receptores de reconhecimento
de padrdes, componentes essenciais da imunidade inata responsaveis por reconhecer os
chamados PAMPs (pathogen associated molecular patterns). O acoplamento dos TLRs a seus
ligantes induz uma cascata de sinalizagdo que culmina na promogao da inflamagao, ajudando a
combater o patdégeno exdgeno. Os polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs) rs3775291,
rs179008 e rs3764880 ocorrem nos genes TLR3, TLR7 e TLRS respectivamente e sao variagdes
ndo-sindnimas que levam a modificacdo na estrutura proteica. O SNP 53521740 esta localizado
no gene 7LRY e ¢ considerado uma variagao sindbnima com potencial de interferir na ligacao de
fatores de transcricao, afetar expressao, splicing, estabilidade do RNAm e dobramento proteico.
Neste contexto, marcadores nestes genes seriam promissores alvos para entender a
fisiopatologia da COVID-19. O objetivo desse estudo foi avaliar se ha associag@o entre os SNPs
mencionados e desfechos clinicos de pacientes brasileiros hospitalizados por COVID-19.
Foram incluidos seis desfechos: obito por COVID-19, alteracdes neurologicas, ventilagao
mecanica, sepse, comprometimento pulmonar e tromboembolismo. A amostra ¢ composta por
127 pacientes diagnosticados com a doenca e admitidos ao Hospital Universitario Professor
Polydoro Ernani de Sdao Thiago (HU-UFSC). Dados acerca dos desfechos clinicos foram
coletados dos prontudrios médicos. DNA genomico foi obtido a partir de amostras de sangue
periférico utilizando o método de extracao salting-out. A genotipagem dos polimorfismos foi
executada utilizando a reacdo em cadeia da polimerase em tempo real, por meio de ensaios
TagMan®. A avaliacdo da associa¢do com os desfechos foi realizada por meio de regressao de
Poisson utilizando o software SPSS versao 25. Este estudo recebeu a aprovagao do Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina (CEPSH-
UFSC), sob o parecer nimero 4.164.291. A amostra estava em equilibrio de Hardy-Weinberg
para os loci analisados e os dois SNPs localizados no cromossomo X ndo estavam em
desequilibrio de ligagdo. A amostra ¢ majoritariamente composta por individuos nascidos do
sexo masculino (60,9%), corroborando algo amplamente reportado na literatura cientifica.
72,7% dos pacientes também apresentavam pelo menos uma comorbidade, sendo as mais
prevalentes hipertensao, cardiopatias e sobrepeso. Os resultados obtidos apontam para auséncia
de associacdo dos desfechos clinicos avaliados com os SNPs estudados, sugerindo que esses
ndo seriam bons biomarcadores para o prognostico da COVID-19 na populacao brasileira.
Apenas a associagdo negativa dos SNPs rs377529 e rs179008 com a COVID-19 ja foi relatada,
em outras populacdes e na brasileira. Nao foram encontrados estudos de associacdo com
rs3764880 e rs352140, sugerindo originalidade dos resultados aqui descritos. Os resultados
encontrados podem ser uteis na formulacao de diretrizes clinicas visando otimizar a assisténcia
terapéutica em pacientes brasileiros acometidos pela COVID-19.

Palavras-chave: Imunogenética, Estudo de Associagdo, Prognostico, Imunidade Inata.



ABSTRACT

COVID-19 is a highly transmissible viral infection caused by a zoonotic coronavirus, namely
severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2). Around 1/5 of patients
experience acute respiratory distress syndrome, characterized by the infection of alveolar cells
and instauration of inflammatory processes which may lead to hospitalization. Toll-like
receptors (TLRs) are pattern-recognizer receptors, essential components of the innate immunity,
responsible for recognizing the so-called pathogen-associated molecular patterns (PAMPs).
When TLRs attach to their ligands a signalling chain takes place, culminating in the promotion
of inflammation, which helps fighting the exogenous pathogen. Single nucleotide
polymorphisms (SNPs) 153775291, rs179008 and rs3764880 occur in the TLR3, TLR7 and
TLRS genes respectively and are synonymous variations, leading to modifications in protein
structure. The SNP 75352140 is in the TLRY gene and is considered a synonymous variation
with potential of interfering on the attachment of transcription factors, affect expression,
splicing, mRNA stability and protein folding. Given that, markers on these genes would be
promising targets to understand COVID-19 pathophysiology. The aim of this study was to
access whether there is an association between the mentioned SNPs and clinical outcomes of
Brazilian patients hospitalized with COVID-19. Six outcomes were included: death by COVID-
19, neurological alterations, mechanical ventilation, sepsis, lung impairment and
thromboembolism. The sample is composed of 127 patients diagnosed with the disease and
admitted to the University Hospital Professor Polydoro Ernani de Sao Thiago (HU-UFSC).
Data regarding the clinical outcomes were collected from the patients’ medical records.
Genomic DNA was obtained from blood samples using the salting-out extraction method. SNP
genotyping was performed by real-time polymerase chain reaction, using TagMan® assays.
Assessment of the association with the clinical outcomes was performed via Poisson regression
using the SPSS software version 25. This study has received approval on the ethics committee
of Universidade Federal de Santa Catarina (CEPSH-UFSC) under the trial number 4.164.291.
The sample was in Hardy-Weinberg equilibrium for the assessed loci and the two SNPs located
on the X chromosome were not in linkage disequilibrium. The sample comprised mainly male
individuals (60,9%), confirming something that is vastly reported in the scientific literature.
72,7% of patients also had at least one comorbidity and the main ones were: hypertension,
cardiopathies and overweight. Obtained results point to a lack of association of the assessed
SNPs with the studied clinical outcomes, suggesting that these would not be good biomarkers
for COVID-19 prognosis in the Brazilian population. Just a negative association of the SNPs
rs3775291 and rs179008 with COVID-19 was reported, including in the Brazilian population.
Regarding rs3764880 and rs352140, no studies were found linking their association with
COVID-19, suggesting that our findings are original. These results can be useful when
formulating clinical guidelines aiming to optimize therapeutical assistance in Brazilian patients
with COVID-19.

Keywords: Immunogenetics; Association Study; Prognostics; Innate Immunity.
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1. INTRODUCAO

1.1. A COVID-19

1.1.1. Origem e epidemiologia

A humanidade enfrentou trés pandemias letais ao longo do século XXI associadas a
novos coronavirus: SARS (severe accute respiratory sundrome), MERS (Middle FEast
respiratory syndrome) e COVID-19 (coronavirus disease 2019). Todos esses virus, os quais
sdo responsaveis por causar infec¢des agudas no trato respiratorio, sao altamente contagiosos
na natureza e¢/ou tém ocasionado mortalidade elevada. A recente doenga COVID-19 ¢ uma
infecgdo viral altamente transmissivel causada por outro novo coronavirus zoonotico, nomeado

severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) (Khan et al., 2021).

A emergéncia do SARS-CoV-2 foi primeiramente observada quando casos de uma
pneumonia ndo explicada foram notados na cidade de Wuhan, China. Durante as
primeiras semanas da epidemia em Wuhan, uma associacdo foi notada entre os
primeiros casos e o0 Mercado Atacadista de Frutos do Mar de Huanan; os casos foram
majoritariamente reportados em vendedores e funcionarios. As autoridades fecharam
o mercado no dia 1 de janeiro de 2020 para sanitizag@o e desinfec¢do do ambiente. O
mercado, que vendia predominantemente produtos aquaticos, frutos do mar e
derivados de animais selvagens, foi inicialmente suspeitado como o epicentro da
epidemia, sugerindo um evento de interface humano-animal. Investigagdes
retrospectivas identificaram casos adicionais com inicio da doenca em dezembro de
2019 e nem todos os primeiros casos reportaram associagdo com o mercado Huanan.
[...] O papel dos pangolins como hospedeiros intermediarios foi proposto, mas estudos
epidemioldgicos e epizoonoticos subsequentes ndo favoreceram a contribuigdo desses
animais na transmissao para humanos. O possivel hospedeiro intermediario do SARS-
CoV-2 permanece desconhecido. [...] O virus causador da COVID-19 foi rapidamente
isolado de pacientes e sequenciado, sendo os resultados da China subsequentemente
compartilhados e publicados em janeiro de 2020. Os resultados mostraram que o
agente etiologico era um virus de RNA de fita simples senso positivo, pertencente a
familia Coronaviridae, sendo um beta coronavirus de subgrupo B e novo para
humanos (Organizacdo Mundial da Satude (OMS), 2021).

Globalmente, até o dia 09/06/2024 foram reportados 775.615.736 casos confirmados
de COVID-19 e 7.051.323 mortes. Até 31/12/2023 foram administradas 5.47 bilhdes de doses
de vacina contra a doenga (OMS, 2024). No Brasil, de 27/03/2020 a 25/05/2024 foram
reportados 38.815.115 casos e computados 712.258 6bitos (Ministério da Satude, 2024).
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1.1.2. Sintomatologia e tratamentos

A sintomatologia da COVID-19 ¢ bastante variada. Os sintomas costumam iniciar de
cinco a seis dias apds a exposi¢do ao virus ¢ duram de um a 14 dias. S3o considerados os
sintomas mais comuns: febre, calafrios e dor de garganta, enquanto os sintomas reportados com
menos frequéncia sdao: mialgia (dor muscular), fadiga severa ou cansago, congestdo nasal,
espirros, cefaleia (dor de cabeca), dor ocular, tontura, tosse persistente, angina (dor no peito),
dispneia (falta de ar), disfonia (altera¢ao da voz), dorméncia ou formigamento, perda de apetite,
nausea, émese (vomito), dor abdominal, diarreia, anosmia (perda de olfato), ageusia (perda de
paladar), alteragdes no olfato e no paladar e dificuldade para dormir (OMS, 2024).

Pacientes com os seguintes sintomas devem procurar atencdo médica imediata:
dificuldade para respirar - principalmente em repouso - e para proferir frases, confusdo mental,
letargia ou perda de consciéncia, angina persistente, pele tornando-se fria ou umida, com
coloragdo azulada ou palida e inabilidade para falar ou movimentar-se (OMS, 2024).

Pacientes com problemas de saude pré-existentes tém riscos maiores quando contraem
COVID-19. Incluem-se nessa categoria usuarios de medicagcdo imunossupressora, pacientes
portadores de HIV (virus da imunodeficiéncia humana), pessoas com doengas cronicas
cardiacas, pulmonares, hepaticas ou reumatologicas e diagnosticados com diabetes,
hipertensao, cancer, obesidade ou deméncia (OMS, 2024).

As consequéncias da COVID-19 severa incluem obito, insuficiéncia respiratoria,
sepse, tromboembolismo e faléncia de multiplos 6rgaos, incluindo danos ao coragao, figado ou
rins. Em situacdes raras criangas podem desenvolver uma sindrome inflamatoéria grave poucas
semanas apos a infeccdo (OMS, 2024).

Algumas pessoas que tiveram COVID-19, independentemente de terem sido
hospitalizadas, continuam a manifestar sintomas. Tais efeitos a longo prazo sao chamados
COVID longa (ou condi¢ao pds-COVID). Os sintomas mais comuns associados a COVID
longa sdo fadiga, falta de ar e disfuncdo cognitiva (como, por exemplo, confusdo, esquecimento
ou falta de foco e clareza) (OMS, 2024).

A OMS recomenda com alto grau de confiabilidade certas terapias medicamentosas
para pacientes hospitalizados com COVID-19, tais como nirmatrelvir e ritonavir para pacientes
nao-severos (ratificagdo da Sociedade Brasileira de Infectologia (SBI) e da Associagdo
Panamericana de Infectologia (API)) e corticosteroides, bloqueadores de receptor de IL-6 e

baricitnibe para pacientes severos e criticos. SBI e API consideram ainda molnupiravir e
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rendesevir benéficos, mas sem evidéncias fortes de efetividade e, no caso de a doenga progredir
para grave ou critica, recomendam rendesevir, baracitinibe e tocilizumabe. No cenario
brasileiro a revisao sistematica mais recente (Falavigna et al. (2022) faz recomendagdes fortes
para o uso de corticosteroides em pacientes em uso de oxigénio suplementar, para o uso de

anticoagulantes em doses de profilaxia para tromboembolismo.

1.1.3. Contagio e progressao da infec¢io

O principal modo pelo qual a infecgdo pelo SARS-CoV-2 ocorre ¢ através da
exposicao a fluidos respiratorios que carregam particulas virais infecciosas. Essa exposicao
acontece principalmente em trés ocasioes: (1) inalagdo de goticulas respiratdrias muito
pequenas ou aerossois, (2) deposicdo de goticulas respiratorias e particulas em mucosas da
boca, nariz ou olho por sprays ou (3) toque nas mucosas com maos contaminadas previamente
por particulas virais provenientes de fluidos respiratorios ou por encostar em superficies que
continham particulas virais (Centers for disease control and prevention (CDC), 2021).

O SARS-CoV-2 inicia a infeccdo em uma fase assintomatica, ligando-se a células
epiteliais nasais no trato respiratorio superior. O receptor celular principal que permite a entrada
do virus no ambiente intracelular é o ACE-2 (angiotensin-converting enzyme 2), cuja expressao
¢ sabidamente aumentada nas células do epitélio nasal de adultos. O virus passa por replicagdo
e propagacgao locais, além de infectar conjuntamente as células ciliadas das vias aéreas
condutoras. Esse estagio dura alguns dias e a resposta imune gerada nessa fase ¢ mais limitada
(Parasher, 2021).

A segunda fase de infec¢do compreende a saida do epitélio nasal e invasao do trato
respiratdrio superior. Sintomas de febre, mal-estar e tosse seca comegam a ser manifestados.
Hé uma resposta imunologica maior durante essa etapa, envolvendo a liberagdao de citocinas
como a quimiocina CXCL-10, interferon-f (IFN-B) e interferon-A (IFN-A) pelas células
infectadas. A maioria dos pacientes ndo progride além dessa fase, uma vez que a resposta imune
orquestrada ¢ suficiente para conter o avanco da infec¢do (Parasher, 2021).

Caso as defesas do organismo nao consigam deter a atividade do virus, a infeccao se
encaminha para um estagio de envolvimento do trato respiratdrio inferior e evolui para
sindrome da angustia respiratoria aguda (SARA). Cerca de 1/5 dos pacientes infectados por
SARS-CoV-2 apresentam sintomas condizentes com SARA. Nesse estagio o virus penetra nas

células epiteliais alveolares do tipo 2 via ACE-2 e comega sua replicacdao. Esses pneumocitos
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infectados iniciam a liberagdo de citocinas diferentes e marcadores inflamatérios, como
interleucinas (IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12), fator de necrose tumoral o (TNF-a), IFN-f3 e
IFN-A, quimiocina CXCL-10, proteina quimiotatica de mondcito (MCP-1) e proteina
inflamatoria de macrofago-1 o (MIP-1a) (Parasher, 2021). Esse processo ¢ também conhecido

como tempestade de citocinas.

1.1.4. Impactos do estado inflamatorio

A tempestade de citocinas atua como um fator quimioatrativo para neutrofilos,
linfécitos T CD4+ (auxiliadores) e linfocitos T CD8+ (citotoxicos), que passam a habitar o
tecido pulmonar. Essas células sdo responsdveis por combater o virus, mas durante esse
processo acabam promovendo um estagio inflamatorio e dano ao pulmdo. A célula infectada
eventualmente sofre apoptose, liberando novas particulas virais, que infectardo células
pulmonares adjacentes da mesma maneira. Devido as injurias persistentes causadas pelo
processo inflamatério, tanto pneumocitos do tipo 1 quanto do tipo 2 sdo perdidos, levando a
dano alveolar difuso que eventualmente culmina em SARA (Parasher, 2021). A Figura 1

esquematiza os principais danos ao pulmao que seguem a instaura¢ao da inflamagao no tecido.

Figura 1 - O alvéolo normal (esquerda) e o alvéolo lesionado na fase inicial da lesdo pulmonar

aguda e da SARA.
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Fonte: Kumar, Abbas e Aster, 2021
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Sob influéncia de citocinas pro-inflamatorias, tais como IL-8 e IL-1 e o TNF (liberados
por macrofagos), neutrofilos saem da microvascularizagdo pulmonar e ingressam no espago
alveolar, onde sdo ativados. Os neutrofilos ativados liberam produtos como leucotrienos,
oxidantes, proteases, espécies reativas de oxigénio (EROs) e fator de ativagdo plaquetaria
(PAF), que causam danos ao epitélio e endotélio alveolares. Esses danos geram aumento da
permeabilidade vascular, perda de surfactante e perda da capacidade de expansdo do alvéolo
(Kumar, Abbas e Aster, 2021).

Além disso, ocorre acaimulo de fluido de edema, inativacao de surfactante e formacao
de membrana hialina. Essas membranas consistem em edema e fluido rico em fibrina, em meio
a remanescentes de células epiteliais necroticas. Em seguida, a liberagdo de citocinas
fibrogénicas derivadas de macrofagos, como fator transformador de crescimento-f§ (TGF-B) e
fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF) estimulam o crescimento de fibroblastos e a
deposicao de colageno, associados a fase de cicatrizagao da lesdo (Kumar, Abbas e Aster,
2021).

O poder de destrui¢do desencadeado pelos neutrofilos pode ser combatido com uma
gama de antiproteases e antioxidantes endogenos, cuja producdo ¢ estimulada pelas citocinas
pro-inflamatorias. Portanto, € o equilibrio entre as forcas destrutivas e protetoras que ird
determinar o grau de lesdes teciduais e a gravidade clinica da SARA (Kumar, Abbas e Aster,

2021).

1.2. A IMUNIDADE INATA

1.2.1. Principios gerais

A resposta imune inata € o primeiro mecanismo para a defesa do hospedeiro
encontrado em todos os organismos multicelulares. O sistema imune inato ¢ mais antigo do que
o adaptativo, tendo evoluido para proteger o hospedeiro do ambiente em que esté inserido, no
qual se encontram toxinas e agentes infecciosos (Aristizdbal e Gonzalez, 2013). Respostas
imunes inatas sdo reagdes defensivas generalistas que podem envolver quase qualquer tipo
celular em um organismo. As respostas imunes adaptativas, por sua vez, sdo altamente

especificas ao patdgeno que as iniciou e necessitam de leucocitos chamados linfécitos (Alberts

etal.,2017).
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Existem duas grandes classes de linfocitos que compdem a resposta imune adaptativa:
linfocitos-B, secretores de anticorpos que se ligam especificamente ao patogeno e linfocitos-T,
que podem tanto matar diretamente as cé¢lulas infectadas ou produzir proteinas (secretadas e de
membrana) que estimulam outras células a ajudar a eliminar o agente (Alberts et al., 2017).

Ambas as imunidades evoluiram mecanismos de percep¢do que as permitem
reconhecer invasores e distingui-los das proprias células e moléculas e de agentes exdgenos que
nao oferecem perigo. O sistema imune inato possui proteinas sensoriais que reconhecem tipos
de padrdes particulares em moléculas que sdo comuns a patdogenos, porém ausentes ou retirados
no hospedeiro. O sistema imune adaptativo usa mecanismos genéticos unicos para produzir
uma diversidade virtualmente ilimitada de proteinas efetoras - receptores de linfocitos-T e
anticorpos, capazes de ligarem-se a qualquer molécula exdgena (Alberts et al., 2017).

Todos os vertebrados dependem de seu sistema imune inato para defenderem-se de
infec¢des durante as primeiras horas e dias de exposi¢do a um novo patoégeno. Isso porque as
respostas adaptativas sdo lentas, demorando até dias para serem efetivas. A primeira barreira
inata encontrada por um patogeno ¢ o epitélio, que forma a pele e reveste os tratos respiratorio,
digestivo, urinario e reprodutivo. Juntas coesas entre as células epiteliais evitam a entrada entre
as c¢lulas e uma variedade de substancias secretadas pelas células desencoraja o acoplamento
e entrada de patogenos. Tais agentes ocasionalmente rompem essas barricadas epiteliais € em
tais casos células nao-epiteliais do sistema imune inato fornecem a préoxima linha de defesa

(Alberts et al., 2017).

Essas células detectam a presenga dos patdogenos principalmente por meio de proteina
receptoras que reconhecem as moléculas associadas aos microbios que ndo estdo
presentes ou sdo sequestradas no organismo hospedeiro. Como essas moléculas
microbianas frequentemente ocorrem em padrdes repetitivos, elas sdo denominadas
padroes moleculares associados aos patdogenos (PAMPs, do inglés: pathogen
associated molecular patterns), mesmo que eles nao sejam especificos para os
micrébios que causam a doenga. Os PAMPs estdo presentes em varias moléculas
microbianas, incluindo os acidos nucleicos, lipideos, polissacarideos e proteinas
(Alberts et al., 2017).

Em 1994, a pesquisadora Polly Matzinger inicia uma revisao no conceito de PAMPs
ao propor que, na realidade, a fun¢do primaria do sistema imunologico seria detectar e proteger
0 corpo contra o perigo, independentemente da origem. Ela propde a introduc¢ao do conceito de
padrdes moleculares associados ao perigo (DAMPs, do inglés danger associated molecular
patterns. Considera-se também damage associated molecular patterns como significado para a
sigla). Assim, reconhece-se que os padrdes moleculares que iniciam a resposta imune nao

necessariamente estdo associados a um patdégeno (Matzinger, 1994).
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As proteinas receptoras que reconhecem os PAMPs sdo os receptores de
reconhecimento de padrdoes (PRRs, do inglés pattern recognition receptors). Hd PRRs
transmembrana, presentes na superficie de muitos tipos de células responsaveis por
reconhecerem patogenos extracelulares. Em células fagociticas como macrofagos e neutrofilos
os PRRs podem mediar a captura dos patdogenos em fagossomos que se fundirdo com
lisossomos, efetuando a destruicao do agente. Existem ainda PRRs intracelulares, responsaveis
por detectar patdgenos internalizados pela célula, como virus. Esses PRRs estdo livres no
citosol ou associados a membrana do sistema endolisossdmico. Por fim, ha PRRs que sdo
secretados e ligam-se a superficie de patdgenos extracelulares, marcando-os para destrui¢ao por

fagodcitos ou por proteinas do sistema complemento (Alberts et al., 2017).

1.2.2. Receptores toll-like (TLRs)

“Toll!” é uma exclamacdo de admiracdo que, em uma traducdo direta do alemao,

",

significa algo como “uvau!”. A origem dos receptores toll-like na imunidade pode ser apontada
em pesquisas sobre desenvolvimento em Drosophila melanogaster. No fendtipo conferido por
Toll, alarva de Drosophila apresenta um padrao de bandeamento apenas na regido ventral. 7ol/
¢ um membro do “grupo dorsal”, nomeado em fung¢do do gene dorsal, previamente descoberto
e cujo fendtipo caracteriza a larva por ter bandeamento apenas no dorso (Niisslein-Volhard,
2022). A pesquisadora afirma que o nome surgiu apds verificarem um incrivel padrao de
dominancia nas larvas com fenotipo 7oll.

A descoberta do gene Toll por Christiane Niisslein-Volhard e Eric Wieschaus lhes
rendeu um prémio Nobel em 1995. Em 2011 outro Nobel foi concedido, dessa vez a Bruce
Beutler (pela descoberta de que 7To// também estava envolvido na imunidade das moscas, sendo

necessario para a producdo de peptideos antimicrobianos que as protegem de infecgdes

fingicas) e a Jules Hoffmann (por descrever a presenca de 7o/l em mamiferos).

O receptor Toll ¢ uma glicoproteina transmembrana com um grande dominio
extracelular que contém uma série de repeti¢des ricas em leucina. Logo foi descoberto
que ambos, plantas e animais, possuem uma variedade de receptores semelhantes ao
Toll (TLRs; do inglés, Toll-like receptors) que atuam como PRRs nas respostas
imunes inatas contra varios patogenos (Alberts et al., 2017).

A estrutura conservada dos TLRs, além do ectodominio rico em repeti¢des de leucina
(leucine-rich repeat domain - LRR), ¢ composta também por um segmento transmembrana e

um citosolico chamado Toll/receptor de IL-1 (TIR). Os PAMPs interagem com os LRRs,
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fazendo com que os TLRs sofram homo ou heterodimerizagao, iniciando sua ativacao (Fekonja,
Avbelj e Kerala, 2012). A maioria dos TLRs forma homodimeros, com algumas excegdes como
o TLR-2 que forma heterodimeros com TLR-1 ou TLR-6, permitindo o reconhecimento
diferencial de lipopeptideos (Lee, Avalos e Ploegh, 2012).

A Figura 2 mostra em (A) a estrutura do TLR-3 humano (verde), com uma molécula
de RNA de fita dupla (dsRNA, azul) ligada. O receptor ¢ um homodimero da membrana dos
endossomos. A ligacdo da dsSRNA aos dois dominios em forma de ferradura no lado luminal do
endossomo aproxima os dois dominios citosélicos, permitindo que as proteinas adaptadoras do
citosol se reinam em um grande complexo de sinalizagdo (ndo apresentado). Em (B) Estrutura
cristalina do dominio luminal do receptor que contém 23 repeti¢des ricas em leucina
convencionais, cada uma contribuindo para uma fita b da folha b (vermelho) continua que

reveste a superficie concava da estrutura (Alberts ef al., 2017).

Figura 2 - Em (A) a estrutura do TLR-3 humano. Em (B) estrutura cristalina do dominio

luminal do receptor

(A) Dominios de ligacdo ao ligante

RNA de fita
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Fonte: Alberts et al., 2017
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A classificacdo e expressdo dos TLRs difere entre espécies. Ao todo 13 receptores
foram descritos em camundongos ¢ 10 em humanos, sendo na sua maioria homoélogos. O

Quadro 1 resume os ligantes conhecidos de cada TLR.

Quadro 1 - Classificagdo dos TLRs humanos e murinos e seus ligantes naturais

Classificacdo Nome do TLR Localizagdo do gene Ligantes Referéncia
5C3.1 Lipopeptideos )
TLR-1 (camundongo)/4p14 triacetilados, Yu e Feng, 2018;
. . Suetal, 2019
(humano) lipoarabinomana
Zymosan,
3E3 peptideoglicano, Patidar et al.,
TLR-2 (camundongo)/4q31.3 acido lipotedico, 2018; Yu e Feng,
(humano) HSPs enddgenas, 2018
HMGBI, gp96
4C1 EPS TIPS Vaure ¢ Lin, 2014;
TLRs de superficie TLR-4 (camundongo)/9q33.1 & ’ Patidar et al.,
HMGBI, B-
celular (humano) . 2018
defensina-2
1H5
TLR-5 (camundongo)/1q41 Flagelina Yang ¢ Yan, 2017
(humano)
5C3. dheetindos.
TLR-6 (camundongo)/4p14 L Yu e Feng, 2018
zymosan, acido
(humano) . ;-
lipotedico
. Kawasaki e
TLR-10 4p14 (humanos) Desconhecido Kawai, 2014
TLR-3 8B1.1 (camundongo)/ dsRNA Turton ef al., 2020
4q35.1 (humano)
XF5
TLR-7 (camundongo)/Xp22.2 ssSRNA Tanji et al., 2013
(humano)
XF5
TLR-8 (camundongo)/Xp22.2 ssSRNA Tanji et al., 2013
(humano)
TLRs 9F1 DNA CpG nao-
. TLR-9 (camundongo)/3p21.2 | metilado, DNA 5’- | Ohto et al, 2018
intracelulares
(humano) xCx
Profilina de
TLR-11 11C1 (camundongo) Toxoplasma Lester e Li, 2014
gondii
Profilina de
TLR-12 4D2.2 (camundongo) Toxoplasma Lester e Li, 2014
gondii
RNA ribosomal Oldenburg et al,
TLR-13 XD (camundongo) 23S bacteriano 2012

Fonte: Dai ef al., 2022. Traduzido pelo autor.

O acoplamento dos TLRs a seus ligantes induz uma cascata de sinaliza¢do por duas vias
distintas. A primeira ¢ dependente do fator de diferenciacdo mieloide 88 (MyD88, do inglés
myeloid differentiation primary response 88) e¢ a segunda ¢ a via dependente da molécula

adaptador indutor de Interferon-f contendo dominio TIR - TRIF (do inglés TIR domain-
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containing adapter inducing interferon-f). Ambas induzem a sintese de citocinas pro-
inflamatorias e a transcri¢do de genes estimulados por IFN (Takeda e Akira, 2005 apud Kim et
al., 2018). Enquanto MyDS88 ¢ utilizada por TLR-2, TLR-5, TLR-7, TLR-8 ¢ TLR-9, TRIF ¢
utilizada por TLR-3. TLR-4 usa tanto MyD88 quanto TRIF (Ahmed ef al., 2013 apud Kim et
al., 2018). A Figura 3 apresenta as vias iniciadas pela ativagdo dos TLRs em um contexto de

infecgdo celular por SARS-CoV-2.

Figura 3 - Respostas antiviral e inflamatoria mediadas por TLRs durante infec¢ao por SARS-

CoV-2.

" Endossomo —— m_""“ Lesdo celular
et ART apos infecgdo
dsRNA iy, ssRNA viral

vV

Expressao génica induzida Expressao de citocinas Expressao génica induzida
/ de IFNs tipo l e lll pré-inflamatérias de IFNs tipo l e lll

Fonte: Dai et al., 2022. Traduzido pelo autor.
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1.2.3. TLRs intracelulares

Essa classe de TLRs ¢ capaz de reconhecer acidos nucleicos derivados de patdgenos
exogenos e proprios (no contexto de algumas doengas autoimunes). TLRs endossomais
evoluiram sob forte selecdo purificadora na espécie humana, fazendo com que suas sequéncias
de DNA nao acumulassem mutagdes deletérias ao longo das geragdes. Isso ocorre em grande
parte gracas a seu papel ndo-redundante na preservacao da adaptabilidade dos individuos
(Barreiro et al., 2009). A Figura 4 é uma esquematizagdo do que cada um dos TLRs

endossomais reconhece no contexto de uma infec¢ao por SARS-CoV-2.

Figura 4: TLRs endossomais e seus principais ligantes
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Fonte: Elaborado pelo autor

O TLR-3 ¢ amplamente distribuido em varias células epiteliais, fibroblastos, neuronios
e células imunolodgicas. Ele reconhece principalmente RNA de fita dupla viral, RNAs proprios
derivados de células danificadas e RNAs de fita simples - intermediarios da replicagdo de virus
RNA fita simples ou virus DNA (Turton et al., 2020 apud Dai et al., 2022).

O TLR-7 esta localizado nos endossomos e ¢ majoritariamente expresso por linfocitos-
B, mondcitos e células dendriticas plasmocitoides, enquanto a expressdo do TLR-8 esta
associada a células dendriticas convencionais. Tanto TLR-7 quando TLR-8 reconhecem RNA

de fita simples e ativam as vias dependentes de MyD88, levando a producao subsequente de
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Interferons tipo 1 e citocinas inflamatérias (Kawai e Akira, 2011; Jung e Lee, 2021 apud Dai
etal., 2022).

O TLR-9 reconhece sitios CpG de DNA nao metilados, frequentemente presentes em
DNA viral e bacteriano. Além disso, o TLR-9 também se liga a sequéncias de DNA que contém
uma citosina na segunda posi¢do a partir de 5’ (DNA 5’ xCx), o que cooperativamente promove
a dimerizagao e ativagdo de TLR-9 na presenga de DNA CpG (Ohto et al., 2018 apud Dai et
al., 2022).

1.3. POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDEO UNICO (SNPs)

1.3.1. Caracteristicas gerais

A conclusdo do Projeto Genoma Humano gerou grande entusiasmo e oportunidades
nas ciéncias da saude, trazendo as ferramentas necessarias para entender a base genética da
diversidade entre individuos, os tragos familiares mais comuns, processos evolutivos, doengas
comuns e complexas, bem como para desenvolver medicamentos baseados no genoma.
Cientistas costumam afirmar que ao comparar os genomas de duas pessoas selecionadas
aleatoriamente seria encontrada uma variacao de 0,1%, que surgem justamente em decorréncia
de mutagoes (Emilien et al., 2001).

SNPs sao posi¢oes individuais de nucleotideos no genoma que variam em niveis
polimorficos nas populacdes humanas. A maioria dos SNPs ¢€ bialélica, isto ¢, a posi¢ao do SNP
pode ser ocupada por quaisquer duas bases nitrogenadas, e a base menos comum deve ter uma
frequéncia de pelo menos 1%, ou deixard de ser considerada um polimorfismo e serd
considerada uma mutacdo rara. Os SNPs representam a forma mais abundante de variacao
genética em humanos, responsaveis por mais de 90% das diferencas entre pessoas nao
aparentadas, mas podem também estar relacionados a suscetibilidade a doengas, como também
podem alterar a resposta do organismo a medicamentos e outros xenobioticos (Twyman, 2009).

Assim, estima-se que SNPs ocorram a uma frequéncia de um (1) em 1000 pares de
base através do genoma, sendo 50% deles em regides nao codificadoras, 25% levam a mutacdes
com altera¢do do aminoacido e 25% correspondem a mutagdes silenciosas (Halushka et al.,
1999).

Apesar de varios deles afetarem a funcdo de genes, muitos ndo sdo deletérios aos

organismos ¢ devem ter escapado a pressdo seletiva. A fim de identificar SNPs, diversas
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organizagdes publicas e privadas vém investindo esfor¢os para desenvolver métodos de
genotipagem com alto indice de resultados nos tltimos 20 anos. Como resultado, uma ampla
colecdo de SNPs do Projeto Genoma Humano esta disponivel no site do National Center for

Biotechnology Information — NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov). (Shastry, 2007). Nos

genes que codificam TLRs sdo encontrados diversos SNPs, incluindo os descritos a seguir.

1.3.2.rs3775291

Esse polimorfismo ocorre na regido codificadora do gene 7LR3 e ¢ citado no banco de
dados do NCBI com trés alelos possiveis: *C>*G e *C>*T. O gene estd localizado no
cromossomo 4 (posi¢ao 4q35.1). O Projeto ALFA cita o alelo *C como de referéncia, tendo
frequéncia mundial de 0,716539, enquanto o alelo *T tem frequéncia mundial de 0,283461. E
considerado uma variagdo ndo-sinébnima (ou missense). A troca de *C para *G na sequéncia
nucleotidica modifica o coddon de C7TC para GTC, fazendo com que a proteina sintetizada na
tradug¢do contenha uma leucina no lugar de valina. A troca de *C para *7'muda o codon de CTC

para TTC, resultando na incorporagdo de uma fenilalanina a proteina.

1.3.3. rs179008

Esse SNP esta localizado na regido codificadora do gene 7LR7. Tal gene esta
localizado no cromossomo X (posi¢do Xp22.2). O NCBI considera trés alelos possiveis: *4>*C
e *4>*T. O Projeto ALFA caracteriza o alelo *4 como de referéncia, com frequéncia mundial
de 0,80022 ¢ o alelo *7 com frequéncia mundial de 0,19978. E uma variagdo nao-sindnima, ja
que a troca de *4 para *C modifica o codon de CA4 para CCA, ocasionando a incorporagdo de
uma prolina no lugar de uma glutamina na proteina final. A troca de *4 para *T modifica o

codon de CA4 para CTA, fazendo com que uma leucina seja incorporada a proteina.

1.3.4. rs3764880

Esse polimorfismo ¢ encontrado na regido codificadora do gene TLRS. Esse gene
também se encontra no cromossomo X (posi¢do Xp22.2). O NCBI aponta trés alelos possiveis:
*4>*G e *4>*T. O Projeto ALFA considera o alelo 4 como de referéncia, sendo sua frequéncia

mundial 0,706278, enquanto o alelo G ocorre mundialmente a uma frequéncia de 0,293722.
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Esse SNP ¢ uma variagdo ndo sinénima em coédon de iniciagdo: a troca de *4 para *G transforma
o codon de iniciagdo ATG em GTG ou em T7G, modificando o ponto de inicio da traducdo na

sintese proteica.

1.3.5. rs352140

Esse SNP ocorre na regido codificadora do gene TLRY, sendo reportados quatro alelos
no NCBI: *C>*4, *C>*G e *C>*T. O gene ¢ encontrado no cromossomo 3 (posi¢ao 3p21.2).
O Projeto ALFA tem o alelo *C como de referéncia, sendo sua frequéncia mundial 0.480083 e
as frequéncias mundiais dos alelos *4 0.000007 ¢ *7 0.519910. Esse polimorfismo ¢ uma

variacao sindnima: os cédons CCG, CCT, CCA e CCC codificam para prolina.

1.4. OBJETIVOS

1.4.1. Objetivo geral

Avaliar a associagao de alelos especificos dos polimorfismos rs3775291, rs179008,
rs3764880 e rs352140 — localizados nos genes TLR3, TLR7, TLRS e TLRY, respectivamente -

com desfechos clinicos observados em pacientes brasileiros hospitalizados por COVID-19.

1.4.2. Objetivos especificos

Processar as amostras de sangue dos pacientes, armazenando-as corretamente no
biobanco do Laboratorio de Polimorfismos Genéticos (LAPOGE);

Otimizar o protocolo de extragao de DNA gendmico de leucdcitos;

Construir um banco de dados com as informagdes clinicas, epidemiologicas e
demograficas dos pacientes envolvidos no estudo a partir de seus respectivos prontuarios
médicos;

Conhecer a composi¢ao alélica e genotipica dos quatro SNPs em uma amostra da
populagao brasileira;

Avaliar se os loci estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) e determinar o
desequilibrio de ligagdo dos polimorfismos localizados no cromossomo X (rs/79008 e

rs3764880);
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Investigar a associagdo dos SNPs com os seguintes desfechos clinicos: 6bito por
COVID-19, altera¢des neurologicas, ventilagdo mecanica, sepse, comprometimento pulmonar

e tromboembolismo, discutindo os resultados encontrados com base na literatura cientifica.

1.5. JUSTIFICATIVA

Os efeitos da COVID-19 diferem substancialmente ndo apenas entre pacientes, mas
também entre populagdes de diferentes ancestralidades. Para identificar a infecg¢do viral, o
sistema imune inato emprega uma variedade de PRRs enquanto macréfagos alveolares
defendem o lumen do trato respiratorio, servindo como primeira linha de defesa (Srivastava e
Hollenbach, 2023). Os TLRs intracelulares desempenham um papel chave no combate a
infecc¢des e controle imune e polimorfismos que ocorrem em seus genes codificadores t€ém papel
direto em suas conformagdes e expressoes. Antes da pandemia de COVID-19 diversos estudos
se debrugaram sobre a influéncia exercida por polimorfismos em TLRs em doencas que
acometem os pulmdes como gripe, doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) e pneumonia,
algo que s6 ganhou for¢a quando as infec¢des por SARS-CoV-2 chegaram a niveis pandémicos.

Dessa maneira, a realizagao de um trabalho investigando SNPs em tais genes na
populacao brasileira ¢ de grande relevancia, ja que pode auxiliar na melhor compreensao da
fisiopatologia da doenga, potencialmente contribuindo para melhorar o progndstico de

pacientes acometidos pela COVID-19.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. COMPOSICAO DA AMOSTRA

O banco de amostras utilizado incluiu 127 pacientes admitidos ao Hospital
Universitario Professor Polydoro Ernani de Sao Thiago (HU-UFSC) por COVID-19 de
setembro de 2020 a outubro de 2021. Todos foram submetidos a testagem para SARS-CoV-2
apresentando resultado positivo e sofreram complicagdes em decorréncia da infecgdo, o que
culminou em hospitalizagdo e na sua categorizagdo como pacientes de COVID-19 severa.

Foram incluidos na amostra individuos que apresentaram pelo menos um dos seguintes
critérios: taxa respiratdria >30/min; saturagdo em ar ambiente <93%; Pao2/Fio2 <300 mmHg;
progressao da doenca nos pulmoes >50%, demonstrada em tomografia computadorizada;
insuficiéncia respiratoria ¢ necessidade de ventilacdo mecanica; choque; faléncia de outros
orgdos que ndo o pulmao e requerimento de terapia intensiva. Foram excluidos individuos de
nacionalidades diferentes da brasileira.

A anuéncia em participar da pesquisa foi obtida de familiares dos pacientes devido a
dificuldade de obtencdo direta, tendo em vista a internagdo da maioria em unidade de terapia
intensiva (UTI) e a rotina atribulada do hospital nos momentos da pandemia. Uma copia do
modelo de termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) utilizado esta disponivel no
Anexo A. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal

de Santa Catarina sob parecer nimero 4.164.291.

2.2. OBTENCAO DO DNA GENOMICO

Amostras bioldgicas de tecido sanguineo foram coletadas pela equipe de enfermagem
do HU-UFSC de 2020 a 2022. O sangue foi temporariamente armazenado em tubos para coleta
de sangue a vacuo jateados com EDTA K2 (4cido etilenodiamino tetra-acético dipotassico), um
anticoagulante conhecido por remover o célcio do sangue por complexa¢do, mantendo a
morfologia celular. Os tubos foram transportados at¢ o LAPOGE, onde foram centrifugados a
fim de separar a camada de células brancas (buffy-coat ou anel leucocitario) do sangue total.

A extragdo de DNA genomico foi realizada seguindo o método salting-out, descrito

por Miller et al. (1988) modificado por Lahiri e Nurnberger (1991). O DNA extraido foi
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quantificado e teve seus pardmetros de pureza avaliados em NanoDrop, passando a integrar o

banco do LAPOGE.

2.3. GENOTIPAGEM POR gqPCR

As amostras de DNA foram genotipadas para os SNPs de interesse utilizando a técnica
de qPCR. Novais e Pires-Alves (2004) explicam que a maior vantagem desse método ¢ a
possibilidade de quantificagdo do DNA junto com a amplificagio. A qPCR realiza a
quantificagdo dos acidos nucleicos de maneira precisa ¢ com maior reprodutibilidade, ja que

determina valores durante a fase exponencial da reacao.

O protocolo seguido nesse trabalho foi o de marcagao por sondas de hidrélise TagMan®,
cujas sequéncias e fluordforos estdo no Quadro 2, abaixo. As sondas de hidrolise apresentam
em uma extremidade um fluor6éforo e na outra um quencher (molécula que captura energia do
fluor6foro na forma de luz e a dissipa na forma de luz ou calor). Inicialmente, a sonda ndo emite
nenhuma fluorescéncia detectavel, pois o quencher nao permite. Durante a amplificagdo, a Tag
DNA Polimerase encontra a sonda hibridizada a fita de DNA e a cliva, separando o fluor6foro

do quencher e permitindo que ele emita fluorescéncia detectavel.

Quadro 2: Cédigos reference SNP e sequéncias nucleotidicas das sondas de hidrélise
utilizadas nas reagdes de genotipagem

SNP Sequéncia [VIC®/ FAM™]

rs3775291 5’-ACTTGCTCATTCTCCCTTACACATA[T/C]ITCAACCTAACCAAGAATAAAATCTC-3’

rs179008 5’-TTTCCAATGTGGACACTGAAGAGACI[A/T]AATTCTTATCCTTTTTAACATAATC-3’

rs3764880 | 5’ -AATGAAAAATTAGAACAACAGAAAC[A/G]TGGTAAGCCACTTCTATTTCTTTAG-3’

rs352140 5’-AGCTGAGGTCCAGGGCCTCCAGTCG[C/T]GGTAGCTCCGTGAATGAGTGCTCGT-3’

Fonte: elaborado pelo autor com informagdes do site da fabricante

VIC® emite seu maximo de fluorescéncia no comprimento de onda 554nm, enquanto
FAMT™ o faz em 518nm (ATDBIO, 2021). E a captagdo de fluorescéncia em dois comprimentos
de onda diferentes que permite ao sistema detectar o alelo da amostra, uma vez que as sondas
de hidrdlise sdo altamente especificas e s6 emitem fluorescéncia caso encontrem sua sequéncia

complementar. Isso acontecera somente na fita antisenso (3’—5’), ja que as sondas sao
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sintetizadas como 5’—3’. Dessa maneira, o alelo da amostra ¢ correspondente a base

incorporada a sonda. A Figura 4 ilustra a organizacdo do sistema.

Figura 5: Esquematiza¢do de um sistema de qPCR com sonda de hidrolise

~N Q

SRIARINIREREN — DNA Molde

Taq DNA @& Sonda complementar a uma
polimerase ' regido especifica do DNA molde

Fonte: Leal et al., 2019

A sequéncia de trabalho compreendeu a preparacao de um mix de trabalho, contendo os
reagentes e quantidades especificados na Tabela 1, que foi distribuido em microplaca com 96
pogos. Apés a distribui¢do desse mix, uma aliquota de DNA foi adicionada aos pogos. Os
ensaios foram realizados no sistema de qPCR QuantStudio™ 3 da Thermo Fisher Scientific e
analisadas no software QuantStudio Design & Analysis v.1.5.2, de propriedade da mesma

empresa. O programa de amplificacdo foi o seguinte:
1 ciclo: 60°C por 30min;
1 ciclo: 95°C por 10min;
50 ciclos: 92°C por 15min, 60°C por Imin30s

1 ciclo: 60°C por 30min.

Tabela 1: Componentes utilizados no mix de trabalho e seus respectivos volumes

Reagente Volume (1x)
TagMan® Genotyping Master Mix 2,5 uL
Sonda TagMan® C__ 1839697 20 0,125 uL
Agua ultrapura estéril 2,375 uL
DNA 1 uL
Volume final 6 uL

uL: Microlitros; DNA: Acido desoxirribonucleico. Fonte: elaborada pelo autor
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O Master Mix utilizado nesse protocolo contém DNA Polimerase AmpliTaq Gold®,
desoxirribonucleotideos trifosfatados (ANTPs), corante de referéncia passiva ROX™ e uma
solugdo tampdo composta para otimizagdo da fluorescéncia final, discriminagdo alélica
reprodutivel e estabilidade do produto. O corante ROX™ ¢ uma referéncia interna utilizada
pelos sistemas de detec¢ao da Applied Biosystems para normalizar a fluorescéncia da sonda de
hidrodlise. Esse processo € necessario para corrigir flutuagdes na fluorescéncia causadas por

mudangas na concentra¢do ou volume (APPLIED BIOSYSTEMS, 2007).

A Figura 5 foi obtida do software de analise dos resultados, compreendendo um dos
graficos gerados pelo programa. No eixo X estd o numero de ciclos € no eixo Y o ARn,
magnitude do sinal de fluorescéncia normalizado, relativo a fluorescéncia basal, gerado pelo
fluoroforo repérter a cada ciclo da amplificagdo. Cada uma das sondas utilizadas nos ensaios
possuia um padrdo de curva distinto - na imagem ¢ possivel observar uma amostra *77 para o

SNP 53775291, sendo significativa apenas a curva gerada pela fluorescéncia de VIC®.

Figura 6: Curva de amplificacdo de uma das amostras utilizadas no trabalho

Amplification Plot

0.001

M RS3775291-FAM - ¢ I RS3775291-VIC-T

Fonte: elaborada pelo autor
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2.3. COLETA DE DADOS

A coleta das informagdes clinicas, epidemiologicas e demograficas dos pacientes
envolvidos no estudo ocorreu ao longo de 2021 a 2023. Foram consultados os prontuarios
médicos de cada paciente, mantidos no arquivo do HU-UFSC e construido um banco de dados
que reuniu informagodes referentes a exames e avaliagdes feitas pela equipe de saude aos quais
os pacientes eram submetidos durante a internacdo. Em foco nesse trabalho estdo os desfechos
clinicos, eventos que acometeram os pacientes em alta frequéncia. Com base em estudos
prévios e nas informagdes observadas nos prontuarios, foram determinados seis desfechos mais
relevantes.

o Obito por COVID-19: pacientes cuja causa da morte confirmada no atestado de

obito foi a infeccdo por COVID-19 e as complicacdes trazidas por essa;

o Alteragdes neurologicas: pacientes que apresentaram transtornos neurologicos

graves, como déficit neurologico focal, acidente vascular cerebral arterial ou venoso,

encefalite ou mielite aguda. Nao foram considerados sintomas neurologicos brandos,
como disgeusia, anosmia e cefaleia.

. Ventilagdo mecanica: pacientes que necessitaram de aporte de oxigénio via

intubagao;

o Sepse: pacientes que foram acometidos por infeccdo generalizada durante a

internagao;

o Comprometimento pulmonar: pacientes cujos pulmdes tiveram pelo menos 50%

de area comprometida, atestada por tomografia computadorizada;

o Tromboembolismo pulmonar: pacientes nos quais foram observados coagulos

bloqueando vasos pulmonares e prejudicando a respiragdo.

2.4. ANALISES ESTATISTICAS

As frequéncias alélicas e genotipicas foram obtidas por contagem direta. Os desvios das
frequéncias observadas em relacdo as esperadas foi observado para célculo do EHW. Os alelos
dos SNPs rs179008 e rs3764880 foram submetidos a verificagdo de desequilibrio de ligacao.
Essas andlises foram realizadas no software Plink v.1.9. As associac¢des dos desfechos clinicos
com os SNPs de interesse foram avaliadas por regressao de Poisson, sendo cada um

transformado em uma varidvel categérica. Nessa analise os desfechos sdo as variaveis de
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resposta e os alelos dos SNPs as varidveis preditoras. O modelo assume que o logaritmo do
valor esperado da varidvel de resposta segue uma relagdo linear com as variaveis preditoras. As
determinagdes de frequéncias genotipicas e as analises de associagdo genética foram realizadas
no software SPSS v.25.

Apos arealizagdo das andlises de associagdo com cada genotipo dos quatro SNPs, esses
foram agrupados por alelo para aumentar o poder estatistico, sendo apresentados nesse trabalho
apenas os resultados referentes a essas analises. O agrupamento de 753775291, rs179008 e
rs3764480, foi feito agregando os gendtipos que continham o alelo responsavel por modificar
a proteina, confrontando com o geno6tipo contendo o alelo que nao modifica. Por exemplo, se
os dois alelos do SNP sao *T e *C, sendo *T o que modifica a proteina, o agrupamento ficou
*T  vs *CC. Nesses trés SNPs o alelo agrupado também era o de menor frequéncia na
populacdo. No caso de rs352140, por ocasionar uma variagao sindnima, o agrupamento foi feito
com base no trabalho de Ding et al. (2024), unindo pacientes *7 e confrontando com *CC.

Nas andlises de regressao de Poisson foram obtidos valores de p, razao de prevaléncia
(RP) e seus respectivos intervalos de confianga com 95% de confiabilidade (IC). Em todas as

analises foram considerados significativos valores de p menores que 0,05.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A Tabela 2 resume os dados mais relevantes observados na amostra que compde esse
estudo. A composi¢ao majoritariamente masculina pode ser explicada pelo risco elevado de
complicagdes em individuos do sexo masculino, amplamente citada na literatura cientifica e
primeiro observada por Xie et al. (2020). Chama atengdo também a alta prevaléncia de
individuos com pelo menos uma comorbidade, fato reportado pelos mesmos autores citados
anteriormente. A idade média dos pacientes estudados ¢ 54 anos e de acordo com a média de
indices de massa corporal (IMCs), ao levar em conta o desvio padrdo, as categorias de peso

predominantes sdo sobrepeso e obesidade classe 1.

Tabela 2: Informagdes da amostra estudada

Variaveis n (%) Meédia (desvio padrao)  Valor minimo  Valor maximo
Sexo ao Feminino 50 (39,1)
nascimento Masculino 78 (60,9)
. . Ausente 60 (57,1)
Habito tabagista

Presente 45 (42,9)
Ausente 54 (62,8)
Presente 32 (37,2)

Habito etilista

. Sem 35(27,3)
Comorbidades
Com 93 (72,7)
Idade 54 (15) 20 90
IMC 30.56 (6,44) 18,30 58,30

n: Tamanho amostral; IMC: Indice de massa corporal. Fonte: elaborada pelo autor

A alta taxa de casos graves de COVID-19 em individuos do sexo masculino pode ser
explicada por varios fatores, bioldgicos e sociais. Um deles diz respeito a imunidade inata: o
TLR-7 ¢ mais expresso em individuos do sexo feminino, uma vez que o gene que o codifica
escapa da inativagdo do cromossomo X e da a esses individuos duas copias, contrastando com
apenas uma em individuos do sexo masculino (Pisitkun et al., 2006 apud Fabido et al., 2022).
A resposta iniciada pelo TLR-7 também ¢ diferente em individuos do sexo feminino: a produgao
de IFN-a é maior e os niveis basais do fator regulatorio de IFN 5 (IRF5) sdo maiores nas células

dendriticas plasmocitoides (Griesbeck et al. 2015 apud Fabido et al., 2022).
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Diversos estudos ja observaram que a regulacdo de ACE-2 ¢ sexualmente dimorfica.
Trabalhos como o de Viveiros e colaboradores (2022) revelam que a expressdo do principal
receptor responsavel pela entrada do SARS-CoV-2 no organismo ¢ maior em individuos do
sexo masculino. Sdo conhecidas também diferengas ligadas ao sexo nos genes dos antigenos
leucocitarios humanos (HLAs) e nos genes dos receptores de IL-4, IL-10 e IL-12, sendo
associadas a resposta diferencial a vacinas. Nesses casos o envolvimento hormonal esta
potencialmente implicado (Klein e Flanagan, 2016 apud Fabiao et al., 2022).

Os efeitos hormonais per se, entretanto, parecem nao ser significativos para explicar a
gravidade da doenca em individuos do sexo masculino. Se maiores niveis de testosterona
fossem o unico fator responsavel pelas diferencas sexuais nos desfechos da COVID-19, uma
diminui¢do na magnitude da associagdo seria esperada conforme os pacientes envelhecem, ja
que a producdo de testosterona diminui com a idade. Além disso, se o estrogénio fosse protetivo,
a diferenca entre os sexos diminuiria com a idade, o que nao acontece (Fabido et al, 2022).

Em homens mais jovens a testosterona pode ter implicagdes na severidade da doenga,
enquanto em homens mais velhos outros fatores como maior prevaléncia de obesidade,
diabetes, hipertensao e doengas cardiovasculares sobrepdem a possivel protegdo conferida pela
menor producdo de testosterona. Em segundo lugar e, mais provavelmente, outras teorias em
adi¢do ao efeito da testosterona explicam os desfechos piores em homens: homens sdo mais
propensos a fumar e beber do que mulheres; hipertensdo e doencas cardiovasculares sdo mais
prevalentes em homens; mulheres tendem a ter atitudes mais responsaveis em relacao a
COVID-19 do que homens (Fabido et al, 2022).

Outra caracteristica da amostra foi a maior prevaléncia de individuos portadores de
comorbidades. Desde o comeco da pandemia a comunidade cientifica se debruga sobre os
efeitos de comorbidades na severidade da COVID-19 e a revisdo sistematica mais recente sobre
o assunto, feita por Russel, Lone e Baillie (2023) explica esses efeitos em cada fase da doenga.
A Tabela 3 mostra algumas comorbidades que foram observadas na amostra, sendo possivel
observar altas incidéncias de hipertensdo, diabetes e cardiopatias.

No momento inicial da infec¢do sdo citadas como comorbidades de especial importancia
a imunossupressdo e doencas cardiovasculares. A primeira por ter relacdo direta com a entrada
do SARS-CoV-2 — individuos com sistema imune enfraquecido t€ém mais dificuldade em evitar
a entrada do patégeno no organismo. A segunda pode ser dividida em hipertensdo e doenca

arterial coronariana (DAC) (Russel, Leonel e Baillie, 2023).
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Tabela 3: Comorbidades frequentemente associadas a progressao ruim da COVID-19
observadas na amostra

Condi¢do n (%)
Cardiopatia Ausente 62 (48,8)
Presente 65 (51,2)
Doenga autoimune Ausente 118 (92,9)
Presente 9(7,1)
Obesidade Ausente 81 (63,8)
Presente 46 (36,2)
Diabetes Ausente 92 (72,4)
Presente 35 (27,6)
Colesterol elevado Ausente 117 (92,1)
Presente 10 (7,9)
AVC ou aneurisma Ausente 121 (95,3)
Presente 6 (4,7)
Coagulopatia Ausente 124 (97,6)
Presente 3(2,4)
Hipertensao Ausente 67 (52,8)
Presente 60 (47,2)

n: Tamanho amostral. Fonte: elaborada pelo autor

A hipertensdo esta relacionada a disfungdo endotelial ¢ dano vascular, que sdo
exacerbados pelo virus e levam a formacao de coagulos e dificuldade no transporte de oxigénio,
por exemplo. Pacientes com DAC j4 apresentam as artérias corondrias obstruidas, e como o
SARS-CoV-2 infecta células musculares cardiacas a combinagdo dos dois é extremamente
danosa (Russel, Lone e Baillie, 2023).

Na fase inflamatoria da COVID-19 ¢ de especial interesse a DPOC, cujos pacientes ja
apresentam fun¢ao pulmonar comprometida gragas a danos e inflamagao cronicos, fazendo com
que presenga do SARS-CoV-2 exacerbe esse cenario. A diabetes também ¢ citada nessa fase, ja
que a hiperglicemia afeta a resposta imune e promove inflamacao, além de piorar danos ao
pulmao. A obesidade também estd envolvida nessa etapa da doenga, ja que o tecido adiposo
produz moléculas inflamatdrias (Russel, Lone e Baillie, 2023).

Na fase pos-inflamatdria sdo consideradas comorbidades doencas neurologicas, como
deméncia ou acidente vascular cerebral (AVC). Essas condi¢des podem levar a danos cognitivos
e sintomas neurologicos persistentes mesmo apo6s a infecgdo viral, ja que o SARS-CoV-2 afeta

diretamente células do sistema nervoso. Além disso pacientes de doengas autoimunes podem
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ter sintomas prolongados e sequelas especificas, j& que seus sistemas imunes ja estavam
desregulados mesmo antes da infec¢ao (Russel, Lone e Baillie, 2023).

A terceira caracteristica observada na amostra foi a maior prevaléncia de individuos com
IMCs maiores do que 30, comumente considerados obesos ou com sobrepeso. Possiveis
explicacdes para isso incluem, além do j& citado estado inflamatério promovido pelos
adipdcitos, o prejuizo na expansao diafragmatica, que ocasiona aumento do chamado espago
morto anatdmico. A expansdo prejudicada do diafragma faz com que mais ar seja retido nas
vias aéreas, impedindo-o de participar das trocas gasosas e complicando a ventilacdo. Ademais,
adipdcitos expressam mais receptores ACE-2, o que potencialmente contribui para aumento da
carga viral em individuos obesos (Ho et al., 2020).

A utilizacdo do IMC como critério para diagnostico de obesidade e sobrepeso,
entretanto, ¢ questionada. Essa métrica, idealizada por Adolphe Quetelet em 1830 levando em
conta a populacdo belga, nao reflete veridicamente o status de saide de um paciente. IMCs altos

podem refletir a alta massa de tecido muscular em lutadores, por exemplo (Humphreys, 2010).

3.2. FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ASSOCIACOES GENETICAS

A amostra cumpre os requisitos do EHW para os quatro /oci estudados. Os valores de p
dos SNPs rs3775291, rs179008, rs3764880 e rs352140 foram, respectivamente 0,57; 0,99; 0,16
e 0,63. Os dois SNPs localizados no cromossomo X (75179008 e rs3764880) nao estdo em
desequilibrio de ligacao (D’=0,3). A Tabela 4 reune as frequéncias genotipicas de cada um dos
genotipos dos quatro SNPs estudados na amostra de 127 pacientes estudada.

A Tabela 5 compila as frequéncias genotipicas de acordo com o agrupamento de alelos
feito para as analises estatisticas e estratifica-as por desfecho clinico. A Tabela 6 mostra os
resultados das andlises de regressdo de Poisson associando os SNPs aos desfechos clinicos
analisados. A Tabela 7 também apresenta resultados de regressdo de Poisson, porém apenas para
os polimorfismos localizados no cromossomo X, estratificando os resultados por sexo ao

nascimento dos individuos que compdem a amostra.
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Tabela 4: Frequéncias genotipicas dos SNPs estudados na amostra

SNP Gendtipo  Frequéncia (n) Frequéncia (%)
*CC 66 51,6
rs3775291 *TC 50 39,1
*TT 12 9,4
*4A 95 74,2
rs179008  *AT 20 15,6
*TT 13 10,2
*4A 65 50,8
rs3764880 *AG 17 13,3
*GG 46 35,9
*CC 29 22,7
rs352140  *TC 61 47,7
*IT 38 29,7

SNP: Polimorfismo de nucleotideo tnico; n: Tamanho amostral. Fonte: elaborada pelo autor

3.2.1. Associacdo com o polimorfismo rs3775291

O TLR-3 ¢ capaz de induzir respostas imunes antivirais contra virus de RNA e DNA.
Na verdade, acredita-se que dentre os TLRs esse receptor seja o mais significativo clinicamente
ao considerar sua rea¢do com coronavirus (Vercammen et al., 2008; Totura et al., 2015). A
mudanca de leucina para fenilalanina (L412F) ocasionada pelo alelo *7° no rs3775291 faz com
que esse receptor fique menos ativo no corpo humano, apesar de ndo modificar a quantidade de
transcrito do gene 7LR3. O que muda ¢ a habilidade do receptor de se ligar a RNA dupla-fita,
levando a menor atividade sinalizadora (Habibabidi et al, 2020; Barkhash et al, 2013).

Nao foi observada associagdo significativa do rs3775291 com nenhum dos desfechos
clinicos analisados. Esse resultado vai ao encontro do reportado pelo trabalho de Silva e
colaboradores, que avaliou a associagdo desse SNP com severidade e mortalidade da COVID-
19 em pacientes brasileiros de Belém/PA e ndo encontrou resultados significativos (Silva et al.,
2023). A auséncia de associagdo desse SNP com a susceptibilidade a COVID-19 também foi

reportada em um estudo caso-controle com a populacao iraniana (Parsania et al., 2024).
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Tabela 5: Frequéncias genotipicas dos SNPs na amostra estudada agrupadas pelo alelo alternativo e estratificadas por desfecho clinico

Obito por COVID-19 Alteragiégs Ventilagdo Mecanica Sepse (n (%)) Comprometimento Tromboembolismo
SNP (nN(%)) neurologicas (n (%)) (nN(%)) ~ pulmonar (n (%)) (n (%))
Ic:]cac?rreu Ocorreu  Ausentes  Presentes Irjeac(;ssi tou Necessitou I:cac?rreu Ocorreu  Ausente  Presente  Ausente  Presente
153775291 *CC  49(75,4) 16(24,2) 47(72,3) 18(27,7) 21(32,3) 44 (67,7) 47 (72,3) 18 (27,7)  9(19,1) 38(80,9) 62(954) 3(4)5)
*T 51(82,3) 11(17,7) 42(68,9) 19(31,1) 20(34,5) 38 (65,5) 53 (85,5) 9 (14,5) 6 (13,6) 38 (86,4) 56(90,3) 6(9,7)
15179008 *4A 74(77,9) 21 (22,1) 65(69,1) 29(30,9) 29(31,5) 63 (68,5) 74 (77,9) 21(22,1) 13(19,4) 54 (80,6) 89(93,7) 6(6,3)
*T 26 (81,3) 6(18,8) 24 (75,0) 8(25) 12 (38,7) 19 (61,3) 26 (81,3) 6 (18,8) 2 (8,3) 22 (91,7)  29(90,6) 3(9.4)
153764880 *44 53(81,5) 12(18,5) 45(70,3) 19(29,7) 24 (38,1) 39 (61,9) 49 (75,4) 16 (24,6) 8 (16,7) 40 (83,3) 58(89,2) 7(10,8)
*G_ 47(75,8) 15(24,2) 44 (71) 18 (29) 17 (28,3) 43 (71,7) 51(82,3) 11 (17,7)  7(16,3) 36 (83,7) 60(96,8) 2(3,2)
15352140 *CC  23(79,3) 6(20,7) 19 (67,9) 9(32,1) 8(28,0) 20 (71,4) 23 (79,3) 6 (20,7) 3 (13,6) 19 (86,4) 28(96,6) 1(3,4)

T 77(78,6) 21 (214) 70(714) 28(28,6) 33(34,7)  62(653)  77(78,6) 21 (214) 12(17.4) 57(82,6) 90(91,8) 8(8.2)

*4.: Adenina; *C: Citosina; *7: Timina; *G: Guanina; COVID-19: Coronavirus disease 2019, n: Tamanho amostral; SNP: Polimorfismo de nucleotideo unico. Fonte:
elaborada pelo autor

Tabela 6: Associagdes entre os SNPs de interesse e os desfechos clinicos estudados

SNP Obito por COVID-19 Altera(;’oc?s Ventilagdo mecanica Sepse Comprometimento Tromboembolismo
neurologicas pulmonar

p RP IC P RP IC P RP IC p RP IC P RP IC P RP IC
rs3775291 0,373 0,799 0,487- 0,665 1,088 0,741- 0,797 0,950 0,642- 0,107 0,629 0,357- 0,507 1,250 0,646- 0,182 1,405 0,852-
*T vs *CC 1,309 1,596 1,404 1,106 2,417 2,315
rs179008 0,093 0,855 0,392- 0,538 0,802 0,397- 0,459 0,792 0426- 0,693 0,855 0,392- 0,256 2,171 0,569- 0,541 1,356 0,510-
*T vs *44 1,863 1,618 1,469 1,863 8,270 3,601
rs3764880 0,408 1,182 0,795- 0,936 0984 0,664- 0,271 1,265 0,832- 0,373 0,799 0,487- 0960 1,015 0,562- 0,189 0,437 0,127-
*G_vs *44 1,757 1,456 1,921 1,309 1,832 1,503
r$352140 0,931 1,010 0,803- 0,722 0,962 0,778- 0,529 0,939 0,773- 0,931 1,010 0,803- 0,656 0,938 0,705- 0,234 1,165 0,905-
*T vs *CC 1,269 1,190 1,141 1,269 1,246 1,499

*4.: Adenina; *C: Citosina; *7 Timina; *G: Guanina; COVID-19: Coronavirus disease 2019; n: Tamanho amostral, SNP: Polimorfismo de nucleotideo tnico. p:
significancia estatistica; RP: Razdo de prevaléncias; IC: Intervalo de confianga. Fonte: elaborada pelo autor



Tabela 7: Associacdo dos SNPs localizados no cromossomo X com os desfechos clinicos estudados estratificada pelo sexo ao nascimento
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SNP Obito por COVID-19 Alterag}r()e.s Ventilagdo mecanica Sepse Comprometimento Tromboembolismo
neurologicas pulmonar

P RP IC P RP IC p RP IC p RP IC P RP IC p RP IC
15179008 0,493 0,500 0,068- 0,588 0,667 0,153- 0,309 0,551 0,174- - - - 0,964 1,034 0,243- 0,964 1,034 0,243-
*T s *44 3,633 2,888 1,735 4,384 4,384
M)
15179008 0,651 0,837 0,387- 0,487 0,773 0,375- 0,624 0,848 0,439- 0,920 0,964 0,475- - - - - - -
*T s *44 1,810 1,596 1,638 1,955
(F)
rs37648s0 0,654 1,125 0,672- 0,963 1,011 0,626- 0,392 1,240 0,758- 0,879 1,044 0,598- 0,803 0929 0518 - - -
*G_ vs *44 1,882 1,634 2,027 1,822 1,664
(M)
re37648s0 0,382 1,328 0,702- 0,911 0,963 0,492- 0446 1358 0,618- 0218 0,571 0,234- - - - 0,854 0,900 0,293-
*G vs *44 2,511 1,880 2,979 1,392 2,764
)

*4: Adenina; *C: Citosina, *7 Timina; *G: Guanina; COVID-19: Coronavirus disease 2019; n: Tamanho amostral; SNP: Polimorfismo de nucleotideo unico. Fonte:
elaborada pelo autor (M): individuos nascidos com o sexo masculino; (F): individuos nascidos com o sexo feminino; p. significancia estatistica; RP: Razdo de
prevaléncias; IC: Intervalo de confianga. Pardmetros marcados com “-“ nao foram avaliados pelo programa devido a baixo nimero de amostras com um dos genotipos.

Fonte: elaborada pelo autor
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O trabalho mais abrangente acerca dessa tematica foi o realizado por Dhangadamajhi e
Rout, que conduziram uma revisdo da literatura em 2021 e apontam uma associagdo do alelo
*T' com susceptibilidade e mortalidade por COVID-19, sem observar associacdo com a
porcentagem de recuperacao dos pacientes. Esse estudo ndo foi publicado formalmente em um
periddico, estando disponivel como uma carta ao editor da revista Human Cell.

No mesmo ano, entretanto, Pati e colaboradores publicam uma carta-resposta na mesma
revista questionando a metodologia dos autores citados anteriormente. De acordo com esse
grupo, o primeiro estudo ndo levou em conta todos os trabalhos disponiveis e passiveis de serem
utilizados, o que culminou na falta de representatividade de ancestralidades. Além disso a
analise estatistica empregada para testar a associagdo nao teria sido a mais apropriada
(Dhangadamajhi e Rout, 2021; Pati ef al., 2021).

Levando isso em consideragdo, foram incluidos mais trabalhos, excluidos alguns que
nao deveriam ter sido incluidos (como aqueles cujas amostras ndo estavam em EHW para o
locus analisado). Apds corrigirem o banco e empregarem uma nova metodologia estatistica, os
autores concluem que ndo foi observada associagdo significativa do 753775291 com COVID-
19 (Pati et al., 2021).

Em contraponto, os resultados publicados por Braga e colaboradores (2023)
demonstram associacdo positiva do alelo *7 com a severidade da COVID-19. Os autores
compararam pacientes da regido sudeste do Brasil categorizados como graves e ndo-graves e

reportaram que o gendtipo *77 conferiu protecdo de 58% para o agravamento da doenga.

3.2.2. Associacao com o polimorfismo rs179008

Esse SNP ¢ um dos localizados no cromossomo X, portanto as analises de associacao
foram estratificadas entre individuos nascidos do sexo masculino e feminino, uma vez que
individuos do sexo masculino herdam um cromossomo X da mae, sendo hemizigoticos para
genes localizados nesse cromossomo. Essas pessoas, entdo, podem possuir apenas um dos
alelos do SNP e foram identificadas como “homozigotos” nas curvas de amplificacao
resultantes da qPCR.

A estratificagdo feita na regressdo de Poisson, *7°  vs *44 compreende a
hemizigozidade desses casos, pois 0 agrupamento separa individuos do sexo masculino com

alelo *T e alelo *4. Com relacdo a individuos do sexo feminino, a inativagdo do cromossomo
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X ndo se demonstrou um problema, uma vez que os genes estudados escapam esse processo

(Liu et al., 2020; Benton, 2015 apud Youness et al., 2023).

Os genes TLR7 e TLRS estao localizados a um intervalo de 56 kb no braco curto do
cromossomo X. Esses genes sdo paralogos, tendo se originado de um ancestral
autossomico que se duplicou na linhagem dos vertebrados antes da divergéncia de
tetrapodes para peixes, ha ~400 milhdes de anos. Em mamiferos Eutheria, um dos
dois cromossomos X das células de fémeas ¢ inativado randomicamente durante o
comeco do desenvolvimento embrionario para equalizar a dosagem da expressido
génica entre os sexos. Cerca de 15 a 23% dos genes ligados ao cromossomo X
escapam a inativagdo em um certo grau (Liu et al., 2020; Benton, 2015 apud Youness
etal., 2023).

Os trabalhos conduzidos por Souyris e colaboradores (2018) e por Youness e
colaboradores (2023) demonstraram que tanto 7LR7 quanto TLRS8 sao expressos em ambos 0s
cromossomos X de células imunes precursoras, como linfocitos B primarios, mondcitos e
células dendriticas de individuos do sexo feminino. Os grupos avaliaram também individuos
do sexo masculino portadores da sindrome de Klinefelter, carreadores de dois cromossomos X
e um Y e observaram os mesmos resultados. Ambos analisaram adicionalmente a expressao
dos genes comparando individuos do sexo feminino e portadores da sindrome de Klinefelter
com individuos do sexo masculino e constataram diferencas que chegavam a magnitude de sete
vezes.

A modificagdo de glicina para leucina (p.GInl1Leu) provocada pelo rs179008 acontece
em um /ocus adjacente a porcao N-terminal da cadeia polipeptidica que se tornara o TLR-7,
impactando diretamente o peptideo sinal. A degeneragdo do peptideo sinal modula
modificagdes pos-traducionais no receptor, além de localizagdo, quantidade e funcionalidade
da proteina afetada (Bernstein 2006 apud Askar, Ramadori e Mihm, 2010).

Nao foi constatada associacao entre esse SNP e os desfechos clinicos avaliados nesse
estudo. Na andlise estratificada por sexo constatou-se o mesmo. Resultado semelhante foi
obtido por Martinez-Gomez e colaboradores, que relataram auséncia de associacao entre o alelo
*T ou o genotipo *7T com a severidade da COVID-19 em uma amostra de ancestralidade
mexicana (Martinez-Goémez et al., 2023).

Al-Tamimi e colaboradores (2022) relatam associagdo do genotipo *44 com severidade
da COVID-19 em uma populagdo iraquiana. Esses autores, entretanto, realizaram as analises
estatisticas confrontando pacientes com COVID-19 agrupados em casos leves, moderados e
severos e seus resultados apenas demonstraram associacdo quando comparados casos

moderados com leves. Como a amostra estudada nesse trabalho é composta por casos graves, o
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resultado desse artigo mais comparavel com o aqui descrito seria o obtido comparando casos
leves com severos, sendo relatada para essa analise auséncia de associacao.

Em contraponto direto aos resultados aqui apresentados, Minashkin e colaboradores
(2022) relatam associacdo do alelo *7 com severidade da COVID-19, mas ndo com a
susceptibilidade a essa em um estudo feito com a populagdo russa. Parsania e colaboradores
(2024) também relatam associagdo do alelo *7° e do genotipo heterozigoto com a
susceptibilidade a COVID-19 em uma amostra iraniana.

Por fim, um dos estudos que avaliou o s/79008 com a COVID-19 teve a pretensao de
testar a susceptibilidade, mas ao coletar amostras do grupo controle o unico critério levado em
consideragdao foi a auséncia de pneumonia por COVID-19, sendo definidos apenas como
individuos saudaveis. Nao foram realizados testes diagndsticos para infec¢ao por SARS-CoV-
2 ou acompanhamentos a longo prazo para monitorar possiveis infec¢des futuras. Os autores
relatam uma associacao do alelo *7 e gendtipo *77T com a susceptibilidade a COVID-19 na
populagdo egipcia (Alseoudy et al., 2022), mas as inconsisténcias metodologicas observadas

devem ser levadas em consideracdo na interpretacao desse resultado.

3.2.3. Associacdo com o polimorfismo rs3764880

A nivel gendmico, o locus do gene TLRS sofre splicing alternativo, codificando para
duas variantes de transcrito, com sitios de inicio de traducdo alternativos. A contribuicao
funcional de cada variante iniciar a tradu¢do em um sitio ¢ desconhecida. Ambas compartilham
a mesma sequéncia, com excecao de 19 aminodcidos adicionais na extremidade N-terminal da
variante 1 (Chuang e Ulevitch, 2000; Du et al., 2000 apud Gantier et al., 2010).

Esse SNP esta localizado na regido que codifica para a extremidade N-terminal do
receptor. Ele modifica o sitio de inicio da tradugdo ao trocar o alelo *4 para *G,
consequentemente truncando a proteina. A introducdo do alelo *G aumenta a expressdo da
variante 1 do 7LRS e diminui a da variante 2, porém andlises in vitro dessas variantes
demonstraram que ndo ha impacto significativo da extremidade N-terminal do TLR-8 em sua
funcdo de ativar NF-kB. Portanto, a introdugdo do alelo *G, apesar de ser capaz de modular a
expressao das variantes 1 e 2, ndo impacta diretamente na fun¢do bioquimica do receptor
(Gantier et al., 2010).

Nao foram observadas associagdes entre o 753764880 ¢ os desfechos clinicos da

COVID-19 na amostra estudada, mesmo considerando o sexo ao nascimento dos individuos
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separadamente. Nao foram encontrados estudos relevantes na literatura cientifica que
reportassem o mesmo resultado. Alguns grupos estudaram esse SNP e relataram associagdo
positiva, entretanto os resultados devem ser vistos com cautela. Bagci e colaboradores (2023)
escrevem que, em individuos do sexo feminino, o gendtipo *4G e o alelo *G tiveram
frequéncias maiores em pacientes turcos com COVID-19 internados em UTI quando
comparados a pacientes nao internados. Nao foram realizadas andlises de associagdo por
regressao, mas sim um teste de qui-quadrado utilizando as frequéncias.

Camacho-Rea e colaboradores (2024) observaram associagdo do haplotipo *GGG
incluindo os alelos de 753764879, rs3764880 € rs3761624 com a severidade da COVID-19 em
pacientes mexicanos. Como os SNPs estudados por esse grupo estavam em desequilibrio de
ligacdo todas as analises foram feitas considerando o efeito dos trés polimorfismos em conjunto,

ndo sendo possivel afirmar que 753764880 tenha associagdo com a doenca isoladamente.

3.2.4. Associacdo com o polimorfismo rs352140

Esse polimorfismo ¢ classificado como uma mutagao sindnima, nenhum dos seus alelos
modifica a proteina codificada pelo gene TLRY. O papel desse SNP na fungdo bioldgica do
TLR-9 ainda nao foi elucidado, mas alguns autores hipotetizam sua influéncia na expressao
génica (Ding et al,, 2024). SNPs sinénimos podem afetar o splicing do RNA mensageiro
(RNAm), sua estabilidade e estrutura e o dobramento da proteina. Tais polimorfismos podem
alterar a velocidade da tradug¢ao o que impactaria nas estruturas proteicas secundaria e terciaria
(Hunt et al., 2009).

Nesse estudo nao foram identificadas associacdes do 753527140 com nenhum dos
desfechos clinicos analisados. Até o momento nao foram publicados artigos avaliando o papel
desse polimorfismo na COVID-19, o que torna o resultado aqui descrito original. A auséncia
de evidéncias cientificas relevantes poderia ser explicada pela falta de interesse nesse SNP
especifico ou pelo carater recente da pandemia de COVID-19, ambas sugerindo que esse ¢ um
problema que seria solucionado com o tempo.

Para ambas, todavia, ha contrapontos: as bases de dados somam mais de 90 estudos
associando o 75352140 com diversas doengas, incluindo infectocontagiosas e pulmonares e,
como ja escrito anteriormente, resultados com outros SNPs em TLRs intracelulares foram sim

publicados. Tais resultados, majoritariamente reportando associagdo positiva, inclusive
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corroboram uma explicacdo proposta aqui para a auséncia de artigos que embasem a discussao:
um viés de publicacdo.

Estudos que avaliaram viés de publicacdo t€ém notado que artigos com resultados
significativos positivos sao mais faceis de serem encontrados do que os que reportam resultados
negativos ou ndo significativos. Como consequéncia, a super-representacdo de estudos
positivos em revisoes sistematicas pode significar um enviesamento inclinado a resultados
positivos. O viés de publicacdo ¢ apenas um em um grupo de vieses relacionados, todos
potencialmente levando a super-representacdo de resultados significativos ou positivos em
revisoes sistematicas. Outros tipos de viés incluem: viés de tempo (estudos positivos tendem a
ser publicados mais rapidamente); viés de publicagdo multipla (estudos positivos tendem a ser
publicados mais de uma vez); viés de citacdo (estudos positivos tendem a ser citados mais) e

viés de lingua (estudos positivos tendem a ser publicados em inglés) (PLoS Med., 2005).

3.2.5. Auséncia de associacio com os SNPs estudados

Os resultados aqui descritos sugerem auséncia de associa¢do dos desfechos clinicos
obito por COVID-19, alteragdes neuroldgicas, ventilagdo mecanica, sepse, comprometimento
pulmonar e tromboembolismo com os SNPs 753775291, rs179008, rs3764880 e rs352140.
Além das ja propostas explicacdes para tais resultados, devem ser consideradas adicionalmente
o tamanho amostral, a ancestralidade dos individuos envolvidos e a organizag¢ao dos dados.

A amostra aqui estudada compreendeu 127 pacientes, um tamanho amostral
relativamente baixo em estudos de associacdo genética. A inclusdo de mais individuos
aumentaria o poder estatistico das anélises, sendo mais representativa da populagdo-alvo do
estudo. Apesar de poder ser considerado pequeno, o biobanco de COVID-19 do LAPOGE foi
formado durante os meses em que a pandemia ndo mostrava sinais de arrefecimento e ainda
ndo havia vacinas disponiveis, além de envolver um pequeno grupo de pesquisadores na coleta
e processamento das amostras.

Populagdes diferem geneticamente umas das outras por diversos fatores evolutivos,
como deriva génica e/ou selecdo e, como consequéncia essas populacdes terdo fenotipos
genéticos diferentes. Uma vez que populacdes modernas sdo uma mistura das antigas, SNPs
causais para um trago estdo por si proprios correlacionados com a ancestralidade (Lawson et
al., 2019). Assim, estudos de associacdo genética devem levar em conta a ancestralidade da

amostra estudada, ndo sendo aconselhada a exportacdo de resultados encontrados em uma
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populacdo especifica para outra de ancestralidade diferente. Tomando como base esse preceito,
as auséncias de associacdo relatadas nesse estudo sdo aplicaveis a populacdo brasileira,
podendo-se argumentar inclusive que seriam aplicaveis apenas a populacao do sul do Brasil,
gragas as altas taxas de miscigenagao do pais.

Por fim, a forma como o banco de dados relativo as informacdes clinicas foi organizado
refletiu nos resultados encontrados. Variaveis que poderiam ser consideradas continuas como
comprometimento pulmonar, alteracdes neuroldgicas, complicagdes da sepse e
tromboembolismo foram classificadas como categoricas. Dessa maneira, a presenga ou
auséncia dessas caracteristicas foi avaliada em relacdo aos SNPs, sem revelar possiveis efeitos

relativos dos polimorfismos, como grau de comprometimento pulmonar, por exemplo.
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4, CONCLUSAO

Estudos prévios realizados com polimorfismos dos genes 7LR3, TLR7, TLRS e TLRY
associados a COVID-19 apresentaram resultados discrepantes, o que ¢ comum em avaliacdes
genéticas de doencas complexas. Varias possiveis explicacdes para tal foram apontadas na
literatura, tais como heterogeneidade clinica, diferencas étnicas e tamanhos amostrais
pequenos. Nesse sentido, pesquisas como a realizada ao longo desse trabalho de conclusdo de
curso contribuem para melhorar o entendimento sobre influéncias genéticas ligadas a COVID-
19, permitindo que revisdes sistematicas, por exemplo, utilizem de tais dados para montar

painéis de risco, diagndstico ou até mesmo tratamento.

A investigacdo de variantes genéticas do sistema imune humano associadas a doengas
infectocontagiosas ¢ lenta e trabalhosa. Além disso, nota-se um baixo numero de trabalhos
publicados que avaliem genes do sistema imune inato, mantendo um “foco cientifico” no
sistema imune adaptativo. Os resultados aqui descritos sugerem auséncia de associagdo entre
os SNPs investigados e os desfechos clinicos da COVID-19, sendo imperativa a consideragao
da ancestralidade brasileira da amostra na interpretacao desses.

Como perspectivas, pretende-se expandir o tamanho amostral dos pacientes graves,
incluindo amostras de fora do HU-UFSC, além de otimizar o protocolo de genotipagem das
amostras de pacientes categorizados como casos leves ou assintomaticos. Tais individuos foram
incluidos no biobanco do LAPOGE mas até o momento nao foram estudados pela equipe do
laboratorio. A obtengdo dos gendtipos desses pacientes para os SNPs de interesse nesse estudo
permitira a avaliacao da associagdo dos polimorfismos com a severidade da COVID-19, através
do agrupamento casos leves e assintomdaticos vs casos graves.

Esse trabalho de conclusdo de curso ¢ fruto de um projeto em curso hé quatro anos que
surgiu da necessidade de se produzir conhecimento acerca de uma nova doenca que alcangou
niveis epidemioldgicos pandémicos e vitimou milhdes de pessoas. Foi definitivamente um
privilégio poder acompanhar o desenvolvimento desse projeto desde seu nascimento, participar
em todas as suas etapas de execu¢do ao lado de pesquisadores de exceléncia e adquirir
conhecimentos que nao poderiam ser mensurados. Todos os objetivos propostos foram
cumpridos e as descobertas feitas levaram a formulacdo de novos questionamentos — assim

como ¢ de praxe na ciéncia.
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ANEXO A — TCLE utilizado na pesquisa

Voceé esta sendo convidado a participar da pesquisa intitulada “Busca de marcadores
genéticose epigenéticos em pacientes com COVID-19: formagao de um biorepositorio”, que
tem como objetivogeral formar um biorepositorio de amostras de individuos com COVID-19
e individuos saudaveis parainvestigar o papel dos fatores genéticos e dos fatores ambientais
sobre a expressdo de genes relacionados com a resposta imune e com a metabolizacdo e
transporte de farmacos que podem ser importantes no tratamento da COVID-19. Vocé nao
terd nenhum beneficio direto ao participar desta pesquisa, mas os resultados dos projetos
relacionados a este tema que serdo desenvolvidos com a amostra que vocé disponibilizar
permitirdo compreendermos o que faz com que algumas pessoas tenham maior facilidade de
desenvolver a doenga do que outras e porque algumas pessoas respondem melhor aos
medicamentos utilizados do que outras. Essas informagdes podem contribuir para uma
melhor triagem de individuos de maior risco e uma melhor personaliza¢do de tratamentos em
caso denovas infecgdes.

Para sua participacao nesta pesquisa faremos uma coleta de sangue periférico e uma
coleta comswab nasal (que é parecido com um cotonete). Nenhum dos dois procedimentos
acarretara em dor, entretanto, vocé pode sentir um leve desconforto no momento da coleta e
pode ficar com um hematomano local da coleta do sangue. Mas nao se preocupe, esta marca
arroxeada desaparecerd em poucos diassem a necessidade de nenhuma a¢ao de sua parte. Para
diminuir a chance destes riscos, aconselhamosque vocé ndo carregue peso com o brago onde
foi realizada a coleta. Também sera realizada uma entrevista através de questionario
semiestruturado, onde coletaremos informacdes sociodemograficase 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 mobilizagdo
emocional. Desta forma, os riscos serdo minimizados, pois, voc€ ndo precisara responder a
qualquer pergunta ou fornecer quaisquer informagdes durante a entrevista se sentir-se
desconfortavel ou achar que a resposta trata-se de algo muito particular, contudo os
pesquisadores estardo dispostos a lhe ouvir,interromper a entrevista se assim vocé desejar,
retornando a coletar os dados sob sua anuéncia tdo logose sinta a vontade para continua-la.
Para alcangarmos os objetivos propostos, precisaremos coletar também algumas informagdes
de seu prontudrio médico, mas ndo se preocupe que olharemos somenteas informagdes

pertinentes a esta pesquisa (efeitos adversos quando utilizou algum medicamento, resultados
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de exames clinicos, entre outros).

Vocé podera interromper ou cancelar a coleta ou o preenchimento do questionério
quando acharnecessario, sem que isso acarrete em quaisquer represalias atuais ou futuras.
Afinal, vocé ndo ¢ obrigado a participar da pesquisa ¢ a sua decisdo de ndo participar ou
de desistir de participar da pesquisa a qualquer momento serd respeitada. Caso vocé tenha
interesse em saber sobre o andamentoou o resultado desta pesquisa, vocé pode entrar em
contato com a pesquisadora principal cujo contatoencontra-se ao final deste termo. Se decidir
que ndo quer mais participar desta pesquisa, vocé tambémpode comunicar sua decisdo para a
pesquisadora principal e sua vontade sera respeitada. Destacamos que sua participagdo nesta
pesquisa nao influenciard em nada no tratamento que vocé vem recebendoatualmente na
unidade que em que vocé estd internado e ou em tratamento no hospital.

Para alcancarmos os objetivos propostos nesta pesquisa, precisamos comparar
pessoas infectadas com COVID-19 com pessoas ndo infectadas, e as amostras que forem
coletadas serao armazenadas durante o periodo de desenvolvimento do trabalho. As amostras
estardo sob responsabilidade da pesquisadora principal cujo contato estd apresentado abaixo e
ficardo armazenadasno Laboratorio de Polimorfismos Genéticos (LAPOGE) na Universidade
Federal de Santa Catarina até a finaliza¢do dos objetivos desta pesquisa. Portanto, pedimos a
sua autorizacdo para a coleta, o depdsito, o armazenamento, a utilizagdo e descarte de uma
amostra de sangue periférico e de um swabnasal. A utilizagdo do seu material biologico esta
vinculada somente a este projeto de pesquisa, ou se vocé concordar, em outras pesquisas
futuras com tematica relacionada a atual desde que devidamenteaprovadas pelo CEP.

Os resultados desta pesquisa poderdo ser apresentados em eventos ou peridodicos
cientificos, mas seu anonimato sempre sera mantido. Contudo, destacamos que apesar de
nossos esforcos para manter os dados andénimos, sempre existe a possibilidade mesmo que
remota de quebra de sigilo, aindaque involuntéria e ndo intencional. Caso isso acontega, serao
tomadas as providéncias necessarias de acordo com a legislagao.

A legislacdo brasileira ndo permite que vocé tenha qualquer compensagao financeira
pela sua participacao nesta pesquisa, contudo, voc€ nao tera nenhuma despesa advinda da sua
participagdo, ja que a coleta e a entrevista serdo realizadas enquanto vocé estiver no hospital.
Entretanto, se vocé tiverdespesas extraordinarias comprovadamente decorrentes da sua
participagdo na pesquisa, as mesmas serdo ressarcidas mediante apresentacdo de
comprovante. Se ocorrer algum dano em decorréncia de sua participagdo na pesquisa, vocé
podera solicitar indenizagao de acordo com a legislacao vigente.

Se vocé tiver alguma duvida a respeito da pesquisa, vocé pode entrar em contato com
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a pesquisadora responsavel: Profa. Dra. Juliana Dal-Ri Lindenau, no Departamento de
Biologia Celular,Embriologia e Genética localizado no Campus Reitor Jodo David Ferreira
Lima - Bairro Corrego Grande, Florianopolis- SC, Brasil, telefone (048) 37219887, email:
juliana.lindenau@ufsc.br.

Os aspectos ¢€ticos ¢ a confidencialidade das informagdes fornecidas, relativos as
pesquisas com seres humanos, serdo respeitados de acordo com as diretrizes e normas
regulamentadoras da Resolu¢aoN® 466, de 12 de dezembro de 2012 e Resolucao N° 441 de
2011, aprovadas pelo Conselho Nacionalde Satde.

Em caso de denuincias ou reclamagdes sobre sua participagao na pesquisa, voc€ podera
também entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEPSH/UFSC) da
Universidade Federal de Santa Catarina: Prédio Reitoria II (Edificio Santa Clara), Rua:
Desembargador Vitor Lima, nimero 222, sala 401, Trindade, Florianopolis/SC, CEP 88040-
400, telefone (48) 3721-6094, e-mail: cep.propesq@contato.ufsc.br. O CEPSH ¢ um o6rgao
colegiado interdisciplinar, deliberativo, consultivo e educativo, vinculado a Universidade
Federal de Santa Catarina, mas independente na tomada de decisdes, criado para defender os
interesses dos participantes da pesquisa em sua integridadee dignidade e para contribuir no

desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos.

Eu, RG , confirmo que

recebi todasas informagdes necessarias para entender porque e como este estudo estd sendo
realizado e nesses termos e considerando-me livre e esclarecido (a):
() Concordo que o meu material bioldgico seja utilizado somente para esta pesquisa.
() Concordo que o meu material bioldgico possa ser utilizado em outras pesquisas, desde que
relacionadas com a tematica da pesquisa atual e devidamente aprovadas pelo comité de ética
em pesquisas com seres humanos.

Este documento esta redigido em duas vias, devera ser assinado por vocé e pela
pesquisadora e cada um deveré ficar com uma via. O mesmo deve ser rubricado em todas as

suas paginas por todosos envolvidos (participante e pesquisador).

Floriandpolis, de de

Assinatura do (a) participante:

Assinatura do (a) pesquisador (a):




