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Resumo

A Covid-19 (doenca do coronavirus 2019), € uma doenca infecciosa causada pelo
Coronavirus da Sindrome Respiratoria Aguda Grave 2 (SARS-CoV-2) é transmitida
principalmente pelo contato direto do individuo infectado. Em marco de 2020, a
Organizacdo Mundial da Saude declarou a Covid-19 como uma pandemia. E
observado um grande espectro das manifestacdes clinicas da doenca, mas de
forma geral a mediana de idade dos pacientes de Covid-19 internados € de 58 anos
(IQR: 44-72), e os homens compdem a maior parcela de casos graves. As
comorbidades mais comuns relatadas sdo doencas cardiacas, diabetes,
hipertensédo e obesidade. Os pacientes de Covid-19 podem ser classificados de
acordo com a gravidade de seus sintomas, enquanto os sintomaticos leves
apresentam sintomas gripais (tosse, falta de ar, febre e fadiga), alguns pacientes
desenvolvem Covid-19 grave, e necessitam de internacdo em unidade de terapia
intensiva (UTI) e ventilacdo mecanica. Foi observado que concentracées mais altas
de interleucina (IL)-6, IL-1B e Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a), se
correlacionaram com a gravidade da doenca. Varios estudos mostraram aumento
de IL-6 em pacientes hospitalizados com Covid-19 e sua associa¢do com gravidade
e mortalidade. A IL-18 € um mediador essencial da resposta inflamatéria e, assim
como a IL-6, est4 envolvida em varios processos celulares durante a resposta
imune, como proliferacao, diferenciacéo e apoptose celular. Niveis elevados de IL-
18 no tecido pulmonar tém sido associados a desfechos graves de Covid-19,
incluindo ventilacdo mecanica invasiva. Alguns estudos também relacionam o TNF-
alfa como biomarcador de gravidade. Os niveis dessas citocinas sao regulados por
diferentes fatores, incluindo variantes genéticas, e € bem conhecido que variantes
genéticas do hospedeiro desempenham um papel fundamental na suscetibilidade
ou gravidade de diferentes infecgdes virais. Assim, este estudo teve como objetivo
avaliar variantes genéticas funcionais nos genes TNF (rs1799964, rs1800630,
rs1799724, rs1800629 e rs361525), IL6 (rs2069832, rs2069840, rs2069845 e
rs1800795), e IL1B (rs4848306, rs1143623, rs16944 e rs1143627), e correlaciona-
las aos desfechos da Covid-19. Avaliamos uma amostra de 439 individuos com

teste RT-PCR positivo para SARS-Cov-2, coletados de abril de 2020 a margo de



2021, diagnosticando pelo Laboratério Central do Rio Grande do Sul (LACEN).
Dados clinicos e demograficos da amostra foram obtidos a partir do registro do
Sistema de Notificacbes de Sindromes Respiratérias Agudas Graves (SIVEP-
GRIPE) e o DNA do hospedeiro foi extraido a partir de swabs nasofaringeos
coletados para diagnostico. A extracdo do DNA ocorreu por uma metodologia de
salting out desenvolvida in house e a genotipagem das variantes foi realizada por
PCR em tempo real com ensaios TagMan. As analises descritivas das
caracteristicas clinico-demogréficas da amostra foram apresentadas como
frequéncias absolutas e relativas, assim como medianas e intervalos interquartil.
As comparacdes entre as frequéncias alélicas e genotipicas para pacientes
hospitalizados e nao hospitalizados foi realizada através do teste de qui-quadrado
e a avaliagcdo do risco do alelo ou gendtipo nos desfechos foi analisada por
regressao de Poisson com variancias robustas. O estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. O nimero total de
pacientes analisados foi de 439 individuos, sendo que 217 (49,4%) foram
hospitalizados e o niumero de individuos que ndo necessitam de internacao foi de
210 (47,8%). Os homens representaram 56,6% dos pacientes com necessidade de
internacdo, e a mediana de idade geral da amostra foi de 53 anos (IQR 36,0-
69,0). Em relacéo aos sintomas da Covid-19, febre, e tosse foram registradas com
maior frequéncia entre todos os pacientes. Fadiga, dificuldade para respirar e
saturacdo de oxigénio <95% foram relatadas com maior frequéncia entre 0s
individuos que necessitaram de internacédo, enquanto dor de garganta e perda de
paladar e olfato foram estatisticamente associadas ao grupo de individuos que néao
necessitou de internacdo. As comorbidades mais prevalentes foram cardiopatias
(81,1%, p < 0,001) e diabetes (81,1%, p < 0,001), ambas mais frequentes em
pacientes hospitalizados. As frequéncias alélicas e genotipicas ndo diferiram entre
hospitalizados e ndo hospitalizados para as variantes de IL6 e IL1B. Para o gene
TNF, as variantes -1031T>C (rs1799964), -863C>A (rs1800630), -857C>T
(rs1799724) mostraram-se estatisticamente diferentes entre hospitalizados e nao
hospitalizados. Embora nenhuma variante de IL1B tenha se mostrado
estatisticamente diferente entre os grupos, um modelo de regressao de Poisson foi

analisado considerando a variante -511 de IL1B (rs16944) que apresentou uma



diferenca genotipica entre grupos com um valor de p=0,15. Neste modelo, o
genotipo AG de IL1B -511 (rs16944) foi associado a um carater protetor em relacao
a desfechos mais graves da Covid-19 (RR 0.75, 95% CI 0.62-0.91, p < 0.001). A
variante -1031T>C (rs1799964) foi a Unica que permaneceu estatisticamente
significativa no modelo multivariado de regressdo de Poisson. O gendtipo CT
apresentou um carater protetor para a gravidade da Covid-19 (RR 0,74, IC 95%
0,61-0,91, p <0,001). Embora ndo tenhamos encontrado outros estudos avaliando
0 impacto especificamente dessas variantes na Covid-19, podemos levantar a
hipétese de que a presenca de ambos os alelos desses genes no genoétipo
heterozigoto poderia ser benéfica devido ao equilibrio na expressao de citocinas, ja
que ambas as variantes sdo funcionais e impactam a expressao dos genes. Este é
0 primeiro estudo a encontrar associacdes entre variantes de IL1B e TNF
relacionadas ao desfecho da Covid-19 na populacdo brasileira. As analises e
resultados obtidos nesse estudo podem contribuir para a compreensao da
variabilidade imunogenética do hospedeiro humano e os diferentes desfechos da
Covid-19.



Abstract

Covid-19 (coronavirus disease 2019) is an infectious disease caused by the Severe
Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) is transmitted especially
through direct contact with the infected individual. In March 2020, World Health
Organization declared Covid-19 as a pandemic. A great spectrum of the disease's
clinical manifestations is observed, although, in general, the median age of the
patients hospitalized due to Covid-19 is 58 years (IQR: 44-72), and men represent
the majority of severe cases. The most common comorbidities are cardiac diseases,
diabetes, and obesity. Patients with Covid-19 can be classified according to the
symptoms’ severity; mild patients present flu-like symptoms (cough, shortness of
breath, fever, and fatigue), whilst some patients develop severe Covid-19, needing
to be hospitalized in Intensive Care Units (ICU) and mechanical ventilation. It was
observed that increased levels of interleukin (IL)-6, IL-1B, and Tumor Necrosis
Factor-alpha (TNF-a) are correlated with the severity of the disease. Several studies
have demonstrated an increase in IL-6 levels in patients hospitalized with Covid-19
and its association with severity and mortality. IL-1( is an essential mediator of the
inflammatory response and, like IL-6, it is involved in several cellular processes
during the immune response, including proliferation, differentiation, and apoptosis.
Elevated levels of IL-1B8 in the lung tissue have been associated with severe
outcomes of Covid-19, including invasive mechanical ventilation. Some studies
have also associated TNF-alpha as a severity biomarker. Different factors regulate
the levels of these cytokines, including genetic variants, being also established the
host’s genetic variants have a central role in the susceptibility and severity of
different viral infections. Hence, this study aimed to evaluate functional genetic
variants in TNF (rs1799964, rs1800630, rs1799724, rs1800629 and rs361525), IL6
(rs2069832, rs2069840, rs2069845 and rs1800795), and IL1B (rs4848306,
rs1143623, rs16944 and rs1143627) genes and correlate them to the Covid-19
outcomes. We evaluated a sample of 439 individuals with positive RT-PCR tests for
SARS-Cov-2 infection, collected between April 2020 and March 2021, being
diagnosed in the Laboratério Central do Rio Grande do Sul (LACEN-RS). The

sample’s clinical and demographic data were obtained through the notification



system named Sistema de Notificacbes de Sindromes Respiratérias Graves
(SIVEP-GRIPE); the host's DNA was extracted through nasopharyngeal swabs
collected for diagnostic purposes. DNA extraction was conducted using a salting-
out methodology developed in house and variants genotyping was performed by
real-time PCR using TagMan assays. Descriptive analysis of the sample’s clinical
and demographic characteristics was presented as absolute and relative
frequencies, including medians and interquartile intervals. Comparisons between
allelic and genotypic frequencies of the hospitalized and non-hospitalized patients
were performed through the Chi-Square test and risk allele or genotype evaluation
regarding the outcome was analyzed through Poisson regression with robust
variances. The study was approved by the Ethics Committee in Research of the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre. The total sample size analyzed was 439
individuals, 217 (49.4%) were hospitalized, and 210 (47.8%) did not need
hospitalization. Men represented 56.6% of the patients that needed hospitalization,
and the median age of the whole sample was 53 years (IQR 36.0-69.0). Regarding
Covid-19 symptoms, fever and cough were registered more frequently in all the
patients. Fatigue, dyspnea, and oxygen saturation < 95% were reported more
frequently in the hospitalized group; sore throat, taste, and smell loss were
statistically associated with the group that was not hospitalized. The most prevalent
comorbidities were cardiac diseases (81.1%, p < 0.001) and diabetes (81.1%, p <
0.001), both more frequent in hospitalized patients. The allelic and genotypic
frequencies were similar between hospitalized and non-hospitalized groups for the
IL6 and IL1B gene variants. For the TNF gene variants, -1031T>C (rs1799964), -
863C>A (rs1800630), and -857C>T (rs1799724), allelic and genotypic frequencies
were different between the groups analyzed. Although statistical differences were
not encountered for IL1B variants, a Poisson regression model was performed
comprising the -511 variant of IL1B (rs16944), which presented a genotypic
difference between groups, with a P-Value = 0,15. In this model, the genotype AG
of IL1B -511 (rs16944) was associated with a protective character, when compared
to the severe outcomes of Covid-19 (RR 0.75, 95% CI 0.62-0.91, p < 0.001). Variant
-1031T>C (rs1799964) of TNF was the only statistically significant one considering
the multivariate Poisson regression model. Genotype CT presented a protective
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character regarding Covid-19 severity (RR 0,74, IC 95% 0,61-0,91, p < 0,001).
Although we have not encountered other studies evaluating specifically the impact
of these variants in Covid-19, we can hypothesize the presence of both these genes’
alleles (heterozygous genotype) might benefit the patient because of the balance in
the cytokine’s expression, since both variants are functional and impact the genes
expression. This is the first study to encounter associations between the IL1B and
TNF variants regarding Covid-19 outcomes in the Brazilian population. The
analyses and results here obtained might contribute to the understanding of the

host’s immunogenetics variability and the different outcomes of Covid-19.
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1 Introducéo

1.1 Pandemia de Covid-19

O Comité Internacional de Taxonomia de Virus anunciou um novo
coronavirus, identificado como Coronavirus da Sindrome Respiratoria Aguda Grave
2 (SARS-CoV-2, do Inglés: Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2), em
fevereiro de 2020 (Gorbalenya et al., 2020), e a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) nomeou a doenga causada por este agente como Covid-19 (coronavirus
disease 2019) (Naming the Coronavirus Disease (COVID-19) and the Virus That Causes
It, n.d.). Em marco de 2020, a OMS declarou a Covid-19 como uma pandemia. A
primeira notificagdo de infeccdo por SARS-CoV-2 no Brasil foi confirmada pelo
Ministério da Saude em fevereiro de 2020, em Sao Paulo (Ministério da Satde, 2020).
O Rio Grande do Sul teve seu primeiro caso notificado em 29/02/2020, confirmado
com teste laboratorial em 10/03/2020 (PESSOAS, 2020). Atualmente o nimero de
casos de Covid-19 ultrapassou a marca de 2,7 milhdes de confirmados, com uma
taxa de mortalidade de 361,4 por 100 mil habitantes (Coronavirus Brasil, n.d.).

A doenca causada pelo SARS-CoV-2 € altamente infecciosa, e foi
considerada pela Organizacdo Mundial de Saude como uma emergéncia global de
salude publica. De acordo com o dashboard interativo desenvolvido pela
Universidade Johns Hopkins, até o dia 7 de outubro de 2020 foram registrados
aproximadamente 36 milhdes de casos confirmados de infeccdo pelo novo
coronavirus (JHU, 2020), no dia 8 de outubro de 2022 o numero de casos
confirmados foi de 621.129.850 (JHU, 2022). Até essa data, 6.556.589 pessoas
morreram em decorréncia da Covid-19, e 9.063.463.316 foram vacinadas pelo
menos com 1 dose. O Brasil € 0 quinto pais com maior nimero de casos
confirmados, com mais de 34,5 milhGes de casos de Covid-19 e ultrapassando a
marca de 687 mil mortes relacionadas a doenca, uma taxa de 327,2 mortes por 100

mil habitantes (Coronavirus Brasil, n.d.).
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1.2 Transmissao do SARS-CoV-2

No inicio da pandemia de Covid-19 foi sugerido uma provavel origem
zoonotica relacionada a um mercado de frutos do mar (Zou et al., 2020). Pesquisas
iniciais mostraram que o SARS-CoV-2 possui uma grande semelhanca estrutural
com os coronavirus de morcegos, apoiando a teoria de que a origem desse
coronavirus teria sido por um salto entre espécies, chamado de spillover (Fam et al.,
2020). Em pouco tempo ficou claro que a Covid-19 se espalhou rapidamente pela
transmissdo homem-homem (Nishiura et al., 2020), ocorrendo principalmente entre
membros da mesma familia, bem como parentes e amigos que entraram em
contato préximo com pessoas contaminadas, e em casos de contaminacdo de
profissionais de saude envolvidos no tratamento de pacientes de Covid-19 (J. Liu et
al., 2020). De acordo com a OMS, a transmissdo do SARS-CoV-2 pode ocorrer por
contato direto com pessoas infectadas e, de forma menos importante, por contato
indireto, através de superficies ou com objetos utilizados pela pessoa infectada, e
pelo ar (Schijven et al., 2021). Ja foi relatado na literatura que cerca de 44% da
transmissao pode ocorrer de 2 a 3 dias antes do inicio dos sintomas (X. He et al.,
2020). O periodo médio de incubacédo é dependente do tipo de variante de SARS-
CoV-2 e da faixa etaria dos pacientes. Em média, o tempo de incubacdo para
pessoas acima de 60 anos é de 7,4 dias (IC 95%, 5,75-9,11 dias), enquanto para
jovens abaixo de 18 o tempo de incubacéo é de 8,82 dias (IC 95%, 8,19-9,45 dias)
((WuU et al., 2022). De forma global, este tempo € estimado em 5,1 dias, com intervalo
de 1 a 13 dias, e em 95% dos pacientes ha uma maior probabilidade de apresentar
sintomas dentro de 11 a 12 dias apds o contato (Lauer et al., 2020; Li et al., 2020;
Paudel et al., 2020). Segundo (ZOU et al., 2020), a carga viral detectada no paciente
assintomatico € semelhante a do paciente sintomatico, indicando que a transmissao
de SARS-CoV-2 pode ocorrer inclusive através de pacientes com manifestacdes

leves, pré-sintomaticos e assintomaticos.
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1.3 Sintomas e achados clinicos da Covid-19

Um estudo publicado pelo Consorcio Internacional de InfecgBes Respiratorias
Agudas Graves e Emergentes (ISARIC), utilizou o Protocolo de Caracterizagéo
Clinica da OMS para tracar o perfil de 708.158 pacientes com Covid-19 ao redor do
mundo (Garcia-Gallo et al., 2022). A mediana de idade dos pacientes internados ou
com o diagnéstico foi de 58 (IQR: 44-72) anos e mulheres representaram 50,9% da
amostra. De acordo com o0 mesmo estudo, as comorbidades mais comuns foram:
hipertensdo (30,7%), diabetes (29,6%) e doenca cardiaca cronica (10,5%).
Também observaram que comorbidades como obesidade, asma e doenca renal
cronica foram associadas a um maior risco de gravidade da doenca (Garcia-Gallo et
al., 2022).

Os sintomas mais comuns descritos nesta amostra foram: tosse (23,7%), falta
de ar (19,8%), febre (17,5%), fadiga (11,5%) e consciéncia alterada (6,1%), os
quais também foram observados em sobreposi¢cdo. Outras manifestacdes clinicas
como dor de cabeca (8%) e sintomas entéricos como dor abdominal (2%), vémito
(3%) e diarreia (7%) (Huang et al., 2020a), sdo frequentemente relatados no
momento da admissado hospitalar. Quanto as complicacées durante o periodo de
internacdo, pneumonia viral (16,2%), sindrome do desconforto respiratério agudo
(6,6%), leséo renal aguda (5,5%), anemia (4,3%) e pneumonia bacteriana (3,8%)

foram as mais descritas.

Os pacientes com Covid-19 podem ser classificados em quatro tipos, de
acordo com a gravidade de seus sintomas: assintomaticos, sintomaticos leves,
sintomaticos moderados e sintomaticos graves (Chang et al.,, 2020) (Tabela 1).
Enquanto os sintomaticos leves apresentam sintomas gripais e ndo necessitam de
assisténcia clinica, os pacientes que evoluem negativamente, e desenvolvem
Covid-19 grave, necessitam de internacdo em unidade de terapia intensiva (UTI) e
ventilagdo mecénica. Gestantes com Covid-19 tém uma probabilidade
significativamente maior de serem hospitalizadas na UTI ((RR = 2,23, IC 95% =
1,58-3,16) e de necessitarem de ventilacdo (RR = 2,13, IC 95% = 1,06—4,28),
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quando comparadas a mulheres néo gravidas com Covid-19, embora o risco de
Obito seja semelhante entre os casos (H. Wang et al., 2022). Estima-se que 90% das
criangas positivas para SARS-CoV-2 sdo assintomaticas ou apresentam sintomas
leves a moderados (Adeyinka et al., 2021). Em circunstancias onde criangas
desenvolvem Covid-19 grave ou critico, elas apresentam insuficiéncia respiratoria
hipéxica aguda, desenvolvem patologias neuroldgicas e/ou complicacbes
relacionadas a hipercoagulabilidade, como trombose (Blatz & Randolph, 2022). Em
2020, negros representaram 70,6% das mortes por Covid-19 nos Estados Unidos,
mas apos um ajuste por diferencas nas caracteristicas sociodemograficas e clinicas
na admissdo hospitalar, ndo foi constatada uma associacdo a maior taxa de
mortalidade em negros do que em relacdo a brancos (Price-Haywood et al., 2020;
Robertson et al., 2022).
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Tabela 1: Escala de Progresséo Clinica segundo a OMS

Estado do paciente

Nao Infectado

Ambulatorial: Doenca
Leve

Hospitalizado: Doenca
Moderada

Hospitalizado: Doenca
Grave

Morte

Descricao

Nao Infectado; RNA viral ndo detectado

Assintomatico; RNA viral detectado

Sintomatico; independente

Sintomatico; Assisténcia Necessaria

Hospitalizado; sem oxigenoterapia*

Hospitalizado; Oxigenoterapia por mascara ou canula
nasal

Hospitalizado; Oxigenoterapia de alto fluxo ou por VNI

Entubacéo e ventilagdo mecanica, pO2/FiO2 = 150 ou
SpO2/Fi02 = 200

Ventilagdo mecénica, pO2/FiO2 < 150 (SpO2/Fi02 <
200) ou vasosupressores

Ventilagdo mecénica, pO2/FiO2 < 150 e
vasosupressores, dialise ou ECMO

Morte

Score

10

ECMO = oxigenagdo por membrana extracorpérea; FiO2 = fragao inspirada de oxigénio;
pO2 = presséo parcial de oxigénio; SpO2 = saturacéo de oxigénio; VNI = ventilagdo néo

invasiva.

* Se hospitalizado apenas para isolamento, registrar como paciente ambulatorial.
Tabela adaptada de: Infection, W. W. G. O. T. C. C. A. M. O. C., 2020
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Durante a Covid-19, o nivel de quase todos os produtos resultantes dos
processos metabolicos do organismo humano pode se alterar e apresentar uma
correlacdo com a gravidade e sobrevida da doenca. Os principais achados
laboratoriais incluem alteracdes nos niveis da presséo parcial de oxigénio (PO2),
da saturacdo de hemoglobina (SO2), proteina total e albumina, que tendem a
diminuir nos pacientes infectados por SARS-CoV-2 (Das et al., 2021; Khodeir et al.,
2021); e o aumento na contagem de glébulos brancos e de neutrdfilos, no nivel
sérico da lactato desidrogenase (LDH), da alanina aminotransferase (ALT), da
aspartato aminotransferase (AST), da bilirrubina total, de creatinina, da troponina
cardiaca, e no tempo de protrombina (TP) (Lippi & Plebani, 2020; Nizami et al.,
2021; Perovic-Blagojevi¢ et al., 2022; Ramos Rojas et al., 2022), sinalizando danos
a orgéaos e tecidos (Tabela 2). Também estdo aumentados os niveis de ferritina,
proteina C-reativa (PCR) e procalcitonina (PCT), sendo que a proporcdo de
pacientes com niveis aumentados desses marcadores € significativamente maior
naqueles com desfechos mais graves (Gao et al.,, 2020). Da mesma forma, D-
dimero elevado foi associado a 6bitos por Covid-19 (Garcia-Gallo et al., 2022).
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Tabela 2: Achados laboratoriais relacionados a progresséo da Covid-19

Tipo de
Parametro alteracao Relacao Clinica
Alanina Aminotransferase (ALT ou TGP) Elevado Danos no figado
Albumina Reduzido Funcéo do figado
Aspartato Aminotransferase (AST ou TGO) Elevado Danos no figado
Bilirrubina Total Elevado Lesdo hepatica
Creatinina Elevado Lesao renal
Choque séptico, ativacao da
D-dimero Elevado coagulacéo
Ferritina Elevado pré-inflamacéo,
Proporcdes
Gasometria (SatO2z; pCO2; HCOs; pH; AG) alteradas Ventilacdo Mecanica
Inflamacgéo, Tempestade de
Interleucina 6 (IL-6) Elevado citocinas
Lactato Elevado Sepse, dano tecidual
Danos nos tecidos, inicio de
Lactato Desidrogenase (LDH) Elevado sepse
Inflamacé&o sistémica e doenca
Leucdcitos Elevados crénica
Infeccdo viral, bacteriana,
Linfécitos Reduzidos fangica e parasitaria
Inflamagé&o aguda, infecgcéo
Neutrdfilos Elevado bacteriana
Plaquetéaria Reduzida Infeccgéo viral
Doenca pulmonar, sepse,
pneumonia viral, infec¢éo
Procalcitonina (PCT) Elevado bacteriana
Inflamacéo, infeccao, sepse,
Proteina C reativa (PCR) Elevado viremia
Troponina cardiaca de alta sensibilidade |
(Tnl-as) Elevado Leséo cardiaca

IAdaptado de: The International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
(IFCC)



Biomarcadores de inflamacdo sistémica também aparecem alterados em
pacientes de Covid-19. Foi observado que concentracdes mais altas de interleucina
(IL)-6, proteina inflamatoria de macrofagos 1-a (MIP-1a), Fator Estimulador de
Colbnias de Granuldcitos e Macréfagos (GM-CSF), proteina quimiotatica de
monaocitos 1 (MCP-1), IL-15, IL-5, antagonista do receptor de IL-1 (IL1RA), Receptor
de IL-2 (IL2R), Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a), IL-8, IL-10, e IL-12p70
(fracdo biologicamente ativa de IL-12), se correlacionaram com a gravidade da
doenca (J. Gong et al., 2020; Pons et al., 2021; J. Wang et al., 2020). As citocinas
IL-6, IL-8 e TNF-a podem estar relacionadas a elevagao do D-dimero (Han et al.,
2020). Ainda, IL-6 e IL-1B induzem a producédo hepatica de PCR (Sproston &
Ashworth, 2018). Resultados de andlises de citometria de fluxo em pacientes com
Covid-19 tém demonstrado que outro fator importante relacionado ao progndstico
de pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 é a diminui¢do drastica de linfécitos,
incluindo células T Helper 1(TH1), T Reguladoras (Treg), T citotoxicas (T CD8*), células NK
e células B (Darif et al., 2021; Eljaaly et al., 2021; Freeman & Swartz, 2020; Szabo
et al., 2021), e 0s casos graves apresentaram um nivel menor do que 0s casos
leves (Fang et al., 2020). De uma perspectiva oposta, a mesma associacao foi feita
por (ZHANG, P. et al., 2021), que correlacionaram pacientes com contagens mais
altas de células T CD3*, T CD4* ou T CD8 * com um menor tempo de permanéncia
hospitalar (p< 0,05). Um estudo brasileiro avaliou a contagem de linfécitos e a razéo
neutrdfilos-linfécitos no inicio da hospitalizacdo como preditores precoces de
gravidade e desfecho da Covid-19. Os autores identificaram que pacientes com
linfopenia grave, e razdo neutréfilos/linfocitos alta eram mais propensos a usar
ventilagdo mecénica ou ir a 6bito (D. C. de Oliveira et al., 2022). Ja quando
comparado a casos graves, a populacéo de linfécitos T CD8* é mais abundante no
desfecho leve da doenca, sugerindo um potencial papel protetor na doenca leve ou
um papel patogénico das respostas das células T CD4* na doenga grave (Peng et
al., 2020).
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1.4 Infeccao por SARS-CoV-2 e o papel da genética na resposta imunoldgica do

hospedeiro humano

O amplo espectro clinico da Covid-19 indica diferencas intraindividuais na
defesa imunoldgica do hospedeiro contra o SARS-CoV-2. Iniciativas como a
23andMe COVID-19, GenOMICC, Severe Covid-19 GWAS Group, COVID Human
Genetic Effort e a COVID-19 Host Genetics (COVID-19 HGI), ttm como objetivo
reunir e compartilhar dados genéticos do hospedeiro a fim de elucidar o papel de
variantes genéticas frente a infeccdo por SARS-CoV-2 (23andMe COVID-19 Study
Findings Published - 23andMe for Medical Professionals, n.d.; “Genomewide
Association Study of Severe Covid-19 with Respiratory Failure,” 2020; COVID
Human Genetic Effort, n.d.; COVID-19 HGI, n.d.). A principal abordagem aplicada
nestes trabalhos € o estudo de associacdo do genoma completo (GWAS - genome-
wide association study), e ao todo, foram recrutados 125 mil pacientes de COVID-
19 e 2,5 milhdes de amostras controles. Em resumo, os principais achados desses
estudos envolvem variantes genéticas associadas tanto a susceptibilidade, quanto
a gravidade da COVID-19. Foi identificada uma funcéo protetora para o grupo ABO,
sugerindo o tipo sanguineo O como protetor ao contrario dos tipos sanguineos nao-
O, enquanto o gene PPP1R15A (Proteina Fosfatase 1 Subunidade Reguladora
15A) foi associado a uma maior susceptibilidade a infecgdo por SARS-CoV-2, por
exemplo (Niemi et al., 2021; Shelton et al., 2021).

Um cluster localizado no cromossomo 3p21.31 contendo 0os genes SLC6A20
(Familia de Portadores de Soluto 6 Membro 20), LZFTL1 (Fator de transcricdo de
ziper de leucina como 1), CCR9 (Receptor de quimiocina de motivo C-C 9), CXCR6
(Receptor de quimiocinas do tipo CXC 6), XCR1 (Receptor de quimiocina XC 1) e
FYCOl1l (Adaptador de autofagia de dominio de bobina enrolada 1), foi
funcionalmente implicado na patologia do COVID-19 (Shelton et al., 2021).
Variantes nos genes IFNAR2 (Subunidade 2 do Receptor de Interferon a/g), DPP9
(Dipeptidil Peptidase 9), TYKZ2 (Tirosina Quinase 2), CCR2 (Receptor de quimiocina
de motivo C-C 2) e um cluster de genes que codifica ativadores de enzimas de
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restricdo antivirais (2°5 Oligoadenilato sintetase (OAS) -1, OAS2 e OEA3), foram

associados com a gravidade do COVID-19 (Pairo-Castineira et al., 2020).

O BRACOVID, um consorcio brasileiro projetado para comparar individuos
com Covid-19 leve ou assintomatico com aqueles com Covid-19 grave que
requerem hospitalizacdo tem como objetivo identificar os determinantes genéticos
do hospedeiro com foco na gravidade da doenca, ao contrario dos grupos
internacionais que avaliam principalmente a suscetibilidade (Pereira et al., 2022).
No estudo brasileiro, com exce¢do aos achados nos trabalhos anteriores, foi
identificado um novo locus significativo, associado a Covid-19 em nossa populacao.
Esse locus € composto por um haplétipo de 79Kb localizado no cromossomo 1
proximo ao gene DSTYK (Quinase de serina/treonina e tirosina dupla), e foi
associado a maior expressdao dos genes DSTYK, TMEM81 (Proteina
transmembrana 81), RBBP5 (Proteina 5 de ligacdo ao retinoblastoma), CNTN2
(Contactina-2) e TMCC2 (Familia de dominio transmembrana e bobina enrolada 2).
Até o momento, nenhum desses estudos encontrou associacdo com genes
codificantes das citocinas diferencialmente expressas associadas a piora clinica de
pacientes de COVID-19, como IL-6, IL13 E TNF-a.

1.4.1 Sistema Imune Inato e Adaptativo em respostas virais

Inicialmente, mecanismos do sistema imune inato séo ativados imediatamente
apos a infecgdo e predominam durante os primeiros 5-7 dias ap6s o contagio. Em
infec¢des virais, por exemplo, o patégeno pode ser detectado no meio extra ou
intracelular através de Receptores de Reconhecimento de Padrao (PRR, do Inglés:
Pattern Recognition Receptor). No meio extracelular a deteccdo ocorre por
Receptores Toll-Like (TLRs), um tipo de PRR localizado na membrana plasméatica
de macrofagos, células dendriticas, neutrdfilos e estruturas endossomais. Os TLRs

identificam Padrdes Moleculares Associados a Patogenos (PAMP, do Inglés:
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Pathogen-Associated Molecular Patterns) e Padrdes Moleculares Associados a
Danos (DAMPs, do Inglés: Damage-Associated Molecular Pattern). Um total de 11
tipos de TLRs foram encontrados em seres humanos, TLR3, TLR7, TLR8, TLR9
sdo de natureza endossomal, expressos em células epiteliais alveolares e
brénquicas, enquanto TLR2, TLR4, TLR6 sao restritos a membrana celular (Manik
et al., 2022). Receptores Nod-Like (NLRs), Receptores Aim-Like (ALRs) e
Receptores RIG-Like (RLRs) s&o tipos de PRRs localizados principalmente no
citoplasma de mondcitos, macrofagos, e células epiteliais, e sdo responsaveis pela
deteccao de patdégenos intracelulares. A medida que esses receptores reconhecem
PAMPs e/ou DAMPS, eles ativam fatores de transcricdo que regulam positivamente
um vasto repertério de proteinas efetoras antivirais (Reich, 2019). A ativacdo das
vias por TLRs, por exemplo, leva a secrecao de citocinas pro-inflamatorias I1L-13,
IL-6 e TNF-a, bem como interferons do tipo I, alfa (IFN-a) e beta (IFN-B)
(Khanmohammadi & Rezaei, 2021).

A seguir, é entdo coordenada uma resposta imune adaptativa, especifica para
0s antigenos do patdgeno viral, que é mediada principalmente por células T e B.
As células apresentadoras de antigenos (APCs, do inglés Antigen Presenting
Cells), tais como macrofagos, células dendriticas e linfocitos B, irdo apresentar 0s
epitopos virais as células do sistema imune através do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC, do inglés Major Histocompatibility Complex). O MHC
de classe Il & o0 receptor responsavel por apresentar antigenos
exdgenos/extracelulares aos Linfocitos T CD4*. O complexo epitopos virais/MHC I
ligado ao Receptor de Células T (TCR) inicia uma cascata de eventos que levam
os Linfécitos T CD4* a expanséo clonal e a producéo de citocinas que estimulam a
proliferacdo e diferenciacdo dos Linfécitos B. JA& o MHC classe |, receptor
responsavel por apresentar antigenos enddgenos/intracelulares, esta presente na
maioria das células nucleadas e ira apresentar peptideos antigénicos aos linfécitos
T CD8*. Respostas inatas de inicio rapido sdo fundamentais para eliminar ou limitar
a replicacao viral durante o intervalo temporal critico entre o inicio do desafio viral
e o desenvolvimento de linfécitos T CD8* especificos para virus. O controle inicial

da resposta imune inata assim como o desenvolvimento de uma resposta imune
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adaptativa especifica séo cruciais para a progressao e desfechos da doenca (Yang
et al., 2020).

1.4.2 Infecgéo por SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 é um virus de RNA de fita simples (ssRNA), com quatro
proteinas estruturais principais: as glicoproteinas Spike (S), Nucleocapsideo (N),
Membrana (M) e Envelope (E). A proteina S consiste em duas subunidades,
subunidade 1 (S1) de ligacdo ao receptor e subunidade 2 (S2) de fusdo a
membrana. A S1 inclui um dominio N-terminal (NTD) e um dominio de ligacédo ao
receptor (RBD), enquanto a S2 inclui um peptideo de fusdo (FP) e outras
subunidades (Q. Zhang et al., 2021).

A primeira etapa da infec¢do viral € a ligacdo do invasor a uma célula
hospedeira através de um receptor alvo. Para entrar na célula humana, por
intermédio do dominio S2 da Spike, SARS-CoV-2 se liga ao receptor da enzima
conversora da angiotensina 2 (ACE2), e sua membrana € fundida a do hospedeiro
pela interacdo de proteases, como a serina protease transmembranar 2
(TMPRSS2) (Hikmet et al., 2020). (HAMMING et al., 2004), avaliaram a distribuicdo
do receptor ACE2 em tecidos humanos, e identificaram a presenca de ACE2 em
células epiteliais alveolares, enterécitos do intestino delgado, células endoteliais
arteriais e venosas e em células do musculo liso arterial. Em um estudo mais
recente, foi observado que a mucosa da cavidade oral pode expressar a ACE2, e
na lingua a expressao foi mais alta que em outros locais (Xu et al., 2020). Apés a
entrada na célula do hospedeiro, o reconhecimento do SARS-CoV-2 pode ocorrer
por meio de TLR4, TLR7 ou TLR8, que detectam PAMPs do tipo ssRNA, ou a
proteina S pode ser detectada pelo TLR2 em macréfagos, mondcitos e células
epiteliais pulmonares (Dai et al., 2022; Manik et al., 2022). A interacdo dos TLRs
com o PAMPs, estimula a translocacao nuclear dos fatores de transcricdo Fator de
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Necrose Tumoral Kappa B (NF-kB), Fator Regulador de Interferon 3 (IRF-3) e IRF-
7 (Figura 2), em vias dependentes do Fator 88 de Diferenciacdo Miel6ide (MyD88)
e dependentes do Adaptador indutor de IFN- B contendo dominio TIR (TRIF),
resultando na expressao das citocinas pro-inflamatorias IL-18, IL-6, TNF-a, e IFN-
a/B, essenciais para respostas antivirais (Onofrio et al., 2020). Foi observado que
SARS-CoV-2 aumenta a expressao de ACEZ2, do fator regulador do interferon 3
(IRF3) e de TLR2, sendo a expressdo de TLR2 positivamente associada a
gravidade do Covid-19 (Zheng et al., 2020). TLR4 exibe uma capacidade muito
forte de se ligar a proteina S do SARS-CoV-2, e a S1 poderia ativar a via
dependente de MyD88, resultando na expressao supra regulada de citocinas pro-
inflamatorias pela via de inflamassomas (Dai et al., 2022). A expressao de mRNA
de TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9 foi regulada positivamente em amostras de células
epiteliais da nasofaringe de pacientes com Covid-19, sendo correlacionadas com
os niveis de inflamacao e dano tecidual nestes pacientes (Bagheri-Hosseinabadi et
al., 2022).

A infecgdo por SARS-CoV-2 desencadeia a ativagdo do inflamassoma de
proteina 3 do receptor do Nod-Like (NLRP3) (Islamuddin et al., 2022; Xiong et al.,
2022), que é formado por NLRs e a uma proteina adaptadora ASC (apoptosis-
associated speck-like protein containing a caspase-recruitment domain), que
recruta e ativa a caspase-1. As caspases-1 ativas sdo capazes de clivar pro-IL-1,
e assim induzir a maturacao proteolitica de IL-13, que entao ¢ liberada para 0 meio
extracelular, concomitante a piroptose (Yap et al., 2020). Células adjacentes as
infectadas reconhecem a sinalizacao pela liberacdo de citocinas. As citocinas e
quimiocinas IL-6, proteina 10 induzida por interferon (IP-10), proteina inflamatoria
de macréfagos-1a (MIP1a/CCL3), proteina inflamatéria de macréofagos-1
(MIP1B/CCL4) e a MCP-1, atraem monocitos, macrofagos e linfocitos T para o local
da infeccéo (Tay et al., 2020). Os macréfagos secretam TNF-a e IL-13, em resposta
a infeccao viral, TNF-a ativa NF-kB e em conjunto com IL-1 e IL-6 levam a ativacdo
generalizada de NLRP3, firmando um feedback positivo pro-inflamatorio (Tay et al.,
2020). Foi identificada uma maior expresséo e aglomerados de inflamassomas no

pulm&o de pacientes que foram a 6bito por Covid-19 (Toldo et al., 2021), e maiores
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niveis de IL-1B foram notados em pacientes graves da doenca, apontando um

possivel papel da ativacdo do inflamassoma neste desfecho (Tay et al., 2020).

Em casos de exposicao antigénica persistente, ocorre uma diferenciagcao
exacerbada de linfécitos T, que desenvolvem um estado progressivo de
hiporresponsividade funcional caracterizado pela atenuacdo da eficacia
proliferativa. Concomitantemente, a acao sinérgica de citocinas inflamatérias, como
IL-1B, IFN-y e IL-6, inibem a proliferacéo de células T (Fishman et al., 1998). Entéo,
ocorre um dano a resposta imune e as células T antigeno-especificas progridem
para um estado chamado de exaustdo. Autores mencionam que citocinas como IL-
10, IL-6 e TNF-a podem estar envolvidas na redugao, por exaustdo, de células T
(Zheng et al., 2020). As células T CD8* também exercem um papel significativo na
atividade anti-SARS-CoV-2, ja que em atividade antiviral, produzem citocinas como
TNF-a, e moléculas citotoxicas como a perforina, que operam na eliminagéo das
células infectadas. O acumulo de células T CD8* nos pulmdes de pacientes graves
de Covid-19 foi associado a leséo tecidual dos pulm&es (Saeidi et al., 2018), a
medida que existem um numero significativo de moléculas citotdxicas e citocinas
pré-inflamatérias (Soy et al., 2020). Em Covid-19, ha uma promocao excessiva de
ativacao, e consequentemente uma exaustdo de células T CD8*, e uma populacdo
de células T CD4* com danos funcionais (Zheng et al., 2020). Em pacientes graves
€ observada também a reducédo, por exaustado, de células Natural Killer (NK) e de
células B, como a de células T, caracterizando um quadro de linfopenia (contagem
de linfécitos <1.0 x 10%/L) (Fathi & Rezaei, 2020).

1.5 Tempestade de Citocinas e Desfechos Graves de Covid-19

Diversos estudos tém mostrado que um nivel baixo de linfocitos circulantes

(linfopenia), tanto T CD4* quanto T CD8*, esta intimamente relacionado a gravidade
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da doenca (Cao, 2020). Em contrapartida, os altos niveis de citocinas e quimiocinas
tém sido vistos em pacientes com desfechos graves. HUANG e colaboradores,
(2020b), descreveram que 0s niveis séricos de IL-2, IL-7, IL-10, fator estimulador
de colbnias granulocitarias (G-CSF), IP-10, MCP-1, MIP-1a e TNF-a estavam
correlacionados com o agravamento de Covid-19, e a mesma relacdo foi
confirmada para os niveis de IL-6 (AZIZ; FATIMA; ASSALY, 2020; MAEDA et al.,
2021; QIN et al., 2020). QIN e colaboradores (2020), realizaram um estudo
retrospectivo em um hospital de Wuhan, onde avaliaram 452 pacientes com Covid-
19, sendo 286 com quadro grave. A maior parcela dos participantes apresentou
linfopenia, altos niveis de biomarcadores de inflamacdo, como PCR e ferritina

sérica, assim como citocinas circulantes: TNF-a, IL-1 e IL-6.

A sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) é a principal causa de
mortes por Covid-19 (Hasan et al., 2020). SDRA é caracterizada como um processo
de edema pulmonar ndo hidrostatico, causado por uma falha na permeabilidade
alveolocapilar, que leva ao acumulo de fluidos nos alvéolos, impedindo a
distribuicdo do oxigénio (hipoxemia) (Batah & Fabro, 2021; Bernard et al., 2012).
Macrofagos alveolares e células epiteliais do pulmdo liberam citocinas pro-
inflamatorias, como IL-6, TNF-a e IL-1[. Estas citocinas estimulam a expressao de
moléculas de adeséao celular (CAMs) e fatores de crescimento endotelial vascular
(VEGF) no pulméo, e assim, aumentam a permeabilidade do endotélio pulmonar,
permitindo a disseminacdo viral e a infiltracdo de neutréfilos e mondcitos
inflamatorios. As citocinas, na circulacao estimulam a medula a produzir e liberar
granulécitos imaturos, que retornardo para o endotélio pulmonar mais aderente e,
posteriormente, aumentardo a inflamacéo pulmonar, levando a SDRA. Como
consequéncia, este evento leva a inflamacé&o sistémica resultando na Sindrome da

Tempestade de Citocinas (Polidoro et al., 2020) .

A Sindrome da Tempestade de Citocinas (CSS - Cytokine Storm Syndrome),
uma condicao clinica critica induzida por uma cascata de ativacdo de citocinas,
caracterizada por uma forte resposta inflamatéria sistémica, instabilidade
hemodindmica e faléncia mdultipla de 6rgdos (Gao et al., 2020). A CSS é

reconhecida como uma resposta inflamatéria letal, originada pela producgé&o de altos
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niveis de citocinas pro-inflamatorias, incluindo TNF-a, IL-6, IL-18, IFN-a, IFN- v, IL-
12, IL-18, IL-33 (Fathi & Rezaei, 2020). Essa liberacdo de citocinas € a
consequéncia da promocao excessiva de ativacdo de células B, células T, células
NK, macréfagos, células dendriticas e mondcitos (Eljaaly et al., 2021). Carsana e
colaboradores (2020), avaliaram o tecido pulmonar post mortem de 38 pacientes
de Covid-19 de dois hospitais italianos, e relataram que o infiltrado de células do
sistema imune era composto em grande parte por macréfagos no limen alveolar
(63,2 %) e linfécitos no intersticio (81,6 %). Ainda, em pacientes de Covid-19 grave,
ha uma reducdo de macrofagos alveolares e um aumento da populacdo de
macrofagos pulmonares pro-inflamatérios de mondcitos sanguineos (Yao et al.,
2021). Esse processo faz com que o mecanismo da Tempestade de Citocinas
colabore com o aumento da diferenciacdo exacerbada de linfocitos.
Concomitantemente, para suprir a atenuacdo da eficacia dos linfécitos em
exaustdo, as citocinas pro-inflamatorias sdo cada vez mais secretadas por

macrofagos ativados, neutréfilos e mondcitos.

Os macrofagos ativados produzem uma variedade de citocinas,
principalmente TNF-q, IL-1B e IL-6, que podem desencadear a rea¢do em cascata
de fatores inflamatérios, incluindo a Tempestade de Citocinas (Gao et al., 2020).
Além da ativacdo de mondcitos primarios do sangue, macréfagos teciduais ou
células dendriticas (Dinarello, 2011), ha evidéncias de que IL-13 provoca respostas
pro-fibréticas potentes (Kolb et al., 2001), e de que elevacdes prolongadas dessa
citocina estdo associadas a danos teciduais graves (Morris et al., 2021). Niveis
elevados de IL-6 podem contribuir para a falha funcional de células NK (Villanueva
et al., 2005) e prolongam o tempo de vida de T CD8* especificas para respostas a
epitopos virais (Velazquez-Salinas et al.,, 2019). Além disso, a IL-6 promove a

fibrogénese sozinha ou em conjunto com o TNF-a (Pantelidis et al., 2001).
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1.6 Citocinas: Regulacdo e variantes genéticas do hospedeiro humano

relacionadas aos desfechos da Covid-19

A expressdo das citocinas pode ser regulada por fatores genéticos, mas
também por fatores ndo genéticos e ambientais. (TER HORST et al., 2016),
avaliaram niveis de citocinas derivadas de mondcitos (TNF-a, IL-1B e IL-6) em
relacdo a fatores ambientais, idade e sexo. Os autores relataram uma maior
produgéo das citocinas TNF-a, IL-13 e IL-6 no verdo, bem como menor produgao
de IL-1B no inverno. Também mostraram que idade e sexo tem um grande impacto
sobre os niveis de citocinas circulantes. Eles constataram que IL-6 e IL-1Ra estédo
aumentadas na corrente sanguinea de individuos mais velhos, e que essas sao
responsaveis por algumas doengas crbnicas relacionadas a idade associadas a
inflamacédo (Asifa et al., 2013). Quanto ao sexo, observaram que a producéo de
citocinas derivadas de mondcitos foi maior em homens, e em mulheres que usam
contraceptivos orais ha uma redug&o maior de IFN-y e TNF-a, embora o uso desses

contraceptivos néo seja associado a producao de citocinas.

1.6.1 TNF

A regulacdo da expressdo génica do TNF (Locus: 6p21.33), a nivel
transcricional € especifica e dependente do tipo de célula e do estimulo recebido.
Essas condi¢cdes irdo determinar qual serd& o complexo de nucleoproteinas
(enhanceosome), formado por fatores de transcricdo e coativadores, que irdo
conduzir a transcricdo (Falvo et al., 2010). O promotor de TNF contém uma
sequéncia TATA box e outros elementos cis-reguladores que atuam como
estimuladores do processo de transcrigdo génica. Essa regido possui seis sitios de

ligacdo para Fator Nuclear de Células T Ativadas (NFAT), quatro sitios para
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proteinas Elk-1 de Dominio ets (Ets/Elk) e dois sitios de ligacdo para proteina de
especificidade-1 (Spl) (Tsai et al.,, 2000). O gene TNF esta localizado no
cromossomo 6, entre 0 antigeno leucocitario humano classe | (HLA)-B e os loci
HLA-DR da classe Il, a regido mais polimérfica do genoma humano (Mungall et al.,
2003). O TNF possui diversas variantes, a maioria localizada na regido promotora.
Alguns dos polimorfismos de TNF afetam o nivel de expressao do gene, e tém sido
associados a sintomas caracteristicos de Covid-19 ou a doencas com desfechos
semelhantes (Tabela 3) (Sohail et al., 2008; Van Heel et al., 2002a; Xing et al.,
2018).

Em um estudo recente, o homozigoto TT da TNFRSF1B rs3397 foi associado
a um menor indice de Horowitz (razdo PaO: /FiOz, utilizada para avaliar a fungéo
pulmonar, principalmente em pacientes que estdo no uso de ventilagdo mecanica)
em comparacdo aos genotipos CT + CC (Fricke-Galindo et al., 2022). O
polimorfismo de nucleotideo Unico (single nucleotide polymorphism, SNP) TNF-a -
308 (rs1800629 G>A), localizado na regido promotora, é fortemente associado a
expressao diferencial de TNF, sendo o gendtipo AA associado significativamente
(Valor-p < 0,05) a regulacéo positiva e relacionado a um pior desfecho clinico na
SDRA (Valor-p < .001) (Mortaz et al., 2021). Os geno6tipos GA e AA do TNF-a -308
foram associados a um risco aumentado para Lesdo Pulmonar Aguda Pediatrica
(PALI), sendo o alelo A considerado um biomarcador de risco (Valor-p <0,0001)
(Zhao et al., 2019). Em Covid-19, o gendétipo heterozigoto do TNF-a -308 foi
significativamente maior no grupo de pacientes de uma populacao curda iraquiana
em comparacao com a populacéo geral (Ali et al., 2022). Outro estudo concluiu que
pessoas que portam o alelo A do TNF-a -308 sédo mais suscetiveis a infeccdo por
Covid-19, e que o gendtipo AA esta associado a um padrdo mais agressivo da
doenca (Saleh et al., 2020), além de influenciar o desenvolvimento de sintomas
clinicos da infec¢éo por SARS-CoV-2 (Reviono et al., 2022). Os SNPs TNF-a -238
(rs361525 G>A), TNF-a -857 (rs1799724 C>T), TNF-a -1031 (rs1799964 T>C),
TNF-a -863 (rs1800630 C>A), também estédo localizados na regido do promotor do
gene TNF. O SNP TNF-a -863 esta localizado no sitio de ligacdo do NF-kB, e o
alelo TNF-a -863A, em relagdo ao alelo C, tem atividade promotora

significativamente maior (ter Horst et al., 2016; Van Heel et al., 2002b). Da mesma
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forma, os alelos TNF-a -1031C, TNF-a -857T e TNF-a -238A levam a um aumento
significativamente maior na expressao de TNF do que seus respectivos alelos de
referéncia, além de estarem associados a varias doencas inflamatérias e
autoimunes (Kimura et al., 2016; Nourian et al., 2017; Qidwai & Khan, 2011b).
ROKNI e colaboradores (2022) mostraram que pacientes com a variante TNF-a -

238A (p <.004), sdo mais suscetiveis a desenvolver Covid-19 (Rokni et al., 2022).

Tabela 3: Variantes em TNF (Locus: 6p21.33), associadas a sintomas caracteristicos de
Covid-19 ou a doencas com desfechos semelhantes.

Variante MAF Global Regiado T|pp de Associacao
Variante
'Sindrome da febre grave com
TNE-q -1031 trombocitopenia (SFTS) - (Xing et
(rs1799964) C=0.22 Promotor SNP al., 2018)
T>C Expresséo e Febre - (Sohail et
al., 2008)
Expressao - Smith, Andrew J.P.
Afinidade por promotor - NF-kB -
(Skoog et al., 2006)
TNF-a -863 Degeneragédo macular relacionada
(rs1800630) A=0.15 Promotor SNP aidade (DMRI) - (Zazeckyte et
C>A al., 2022)Sindrome da febre
grave com trombocitopenia (SFTS)
- (Xing et al., 2018)
SDRA - (Azevedo et al., 2012)
Expresséo - (Smith &
Humphries, 2009)
TNF-a -857 Interagdo entre os fatores de
(rs1799724) T=0.10 Promotor SNP transcricdo OCT1 e NF-kB - (Van
C>T Heel et al., 2002a)Sindrome da

febre grave com trombocitopenia
(SFTS) - (Xing et al., 2018)
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Degeneracgdo macular relacionada
aidade (DMRI) - (Zazeckyte et
al., 2022)

Sindrome da febre grave com
trombocitopenia (SFTS) - (Xing et

al., 2018)
Expresséo e Febre - (Sohail et
al., 2008)
TNF-a -308 SDRA - (Azevedo et al., 2012)
(rs1800629) A=0.09 Promotor SNP Ventilacdo Mecénica e UTI -
G>A (Watanabe et al., 2012)

Morte por Sepse e Tempo de UTI -
(Fatani et al., 2020)

Choque Séptico por Pneumonia -
(Feng et al., 2015)
Susceptibilidade SARS-CoV-2 -
(Ali et al., 2022; Paskulin et al.,
2011; Saleh et al., 2020)

PALI - (Zhao et al., 2019)

Degeneragéo macular relacionada
aidade (DMRI) - (Zazeckyte et
al., 2022)

Sindrome da febre grave com

TNF-a -238 trombocitopenia (SFTS) - (Xing et
(rs361525) A=0.06 Promotor SNP
GoA al., 2018)
Dengue - (Garcia-Trejo et al.,
2011)Expresséo de TNF - (Bank
et al., 2014)
1.6.2IL-1B

A IL-1B é expressa constitutivamente em muitos tipos celulares em tecidos
saudaveis, permanecendo em um estado estacionario (Pro-IL-1B). A ativagédo do

inflamassoma NLRP3 é necessaria, em uma segunda etapa, para a secre¢ao de
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IL-1B8 (Mantovani et al., 2019). Sua expresséo pode ser aumentada em resposta a
estimulos pré-inflamatérios (TLRs, TNF-a ou ativacdo do Receptor de IL-1) ou
associados a fatores ambientais, como j& citado. A estrutura génica, a regulacao
da expressao e a funcéo da IL-1B sdo evolutivamente bem conservadas (Bent et
al., 2018). Variantes na regido a montante do gene IL1B (Locus: 29q14.1), tém sido
associadas a diversas doencas e a regulacao da expressédo de IL-1B (Tabela 4).
Entre essas variantes reguladoras, muitos SNPs estédo distribuidos em diferentes
locais da sequéncia gen6mica de IL1B, indicando mdltiplos sitios de regulagéo, que
sugerem que exista um controle rigido sobre a producao e a atividade da IL-13 (M.
B. Oliveira et al.,, 2018). Ja foi descrito na literatura a presenca de um SNP
intergénico IL1B -511 (rs16944 A>G), em IL1B, em pacientes que desenvolveram
a Sindrome da Resposta Inflamatdria Sistémica (SIRS), sendo gendtipo AA
associado ao desenvolvimento de choque séptico (p < 0,042) e a morte (p < 0,035)
(Jiménez-Sousa et al., 2017). De acordo com (STEGGER et al., 2012), a variante
A do IL1B -3737 (rs4848306 G>A) causa uma modificacdo no sitio de ligacao da
subunidade anti-inflamatéria p50 da familia do NF-kB, diminuindo o nivel de
subunidade p50 e por consequéncia, aumento na resposta inflamatéria. J4 os
polimorfismos C (IL1B -1473, rs1143623 G>C) e C (IL1B -31, rs1143627 C>T),
foram associados a uma menor taxa de expressao de IL1B (H. Chen et al., 2006).
Em contrapartida, a variante IL1B -31C, em homozigose mostrou um risco
aumentado de Covid-19 grave em aproximadamente quatro vezes (OR ajustado
[aOR]: 4,6; IC 95%, 1,3-17,0), utilizando uma abordagem de modelo dominante
(Tanimine et al., 2021).
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Tabela 4: Variantes em IL1B (Locus: 2g14.1), associadas a sintomas caracteristicos de Covid-

19 ou a doencas com desfechos semelhantes.

L . Tipo de .
Cédigo rs MAF Global Regido Variante Associacao
'Fadiga Grave em resposta
IL1B -3737 aguda a doenca (ASR) -
| (1s4848306)  A=0.36 Promotor s (Valenciaetal, 2021)
G>A Transcrigéo de IL1B (Bank et
al., 2014)
IL1B -1473 .
(rs1143623)  G=0.30 Promotor SNP ;:)ac;'g cricéo - (H. Chen etal,
G>C )
'Expresséo - (Hulkkonen et al., '
2000; Smith & Humphries,
2009)
Secrecdo de IL-1B - (Hall et al.,
2004)
Transcricdo - (H. Chen et al.,
2006)
Doenca respiratdria exacerbada
IL1B -511 ~ pela aspirina (DRAE) - (Falfan-
(rs16944) G=0.49 Promotor SNP Valencia et al., 2012)
A>G
Sepse e Mortalidade hospitalar
em SDRA - (Belopolskaya et
al., 2015)
Choque séptico e 6bito -
(Jiménez-Sousa et al., 2017)
DPOC - (J. M. Lee et al.,
2008)
ISecregéo de IL-1B - (Hall et aI.,I
2004)
IL1B -31 Transcricdo - (H. Chen et al.,
(rs1143627) A=0.47 Promotor SNP
CsT 2006)

DPOC - (J. M. Lee et al.,
2008)
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1.6.3IL-6

IL-1B e TNF-a, mediante a sinalizacdo por receptores de citocinas, e
sinalizagGes por meio de receptores Toll-Like, séo indutores da expressao de IL-6,
ativando fatores de transcricdo como o NF-k3, a Proteina Ativadora-1 (AP-1), a Sp-
1, o Fator Regulador de Interferon-1 (IRF-1), e o Fator Nuclear IL6 (NF-IL6) - de
resposta especifica para IL-1B (Brasier, 2010). IL-1B e TNF-a sao potentes
indutores de IL6, e IL-6 regula TNF e IL1 inversamente (Confalone et al., 2010;
Schindler et al., 1990). A transcri¢cao de IL6 (Locus: 7p15.3), é fortemente regulada
por NF-IL6 e NF-kB, e uma atividade transcricional 6tima requer o sinergismo entre
estas duas regifes em locais distintos no promotor (Terry et al., 2000). Proximo a
essa regido, esta localizado o SNP IL6 -174 (rs1800795 G>C). Essa variante ja foi
associada a expressao diferencial de IL6 em diversos cenérios (Guan et al., 2020;
Konwar et al., 2019), embora a predicao in silico tenha predito uma funcionalidade
mais alta para a variante IL6 +615 (rs2069832 A>G), quando comparado ao seu
adjacente, IL6 -572 (rs1800796 G>C) [788 bp de distancia] (Belopolskaya et al.,
2015). Uma revisdo sistemética e meta-analise avaliou a associacdo entre
polimorfismos de 12 genes de interleucinas e a patogénese da Doenc¢a Pulmonar
Obstrutiva Crénica (DPOC) (Ahmadi et al., 2019). Os autores observaram que
portadores do genétipo CC do IL6 -174 possuem um maior risco de desenvolver
DPOC (Valor-p < 0,01). A variante rs1800795 tem sido fortemente associada a
desfechos de Covid-19. Juntamente com IL6 -597 (rs1800797 G>A), a variante -
174G>C foi relacionada ao desenvolvimento da Sindrome de Ativacdo de
Macrofagica em pacientes com Covid-19 na Turquia (Kerget & Kerget, 2021). Além
disso, o alelo -174C foi relacionado a gravidade da pneumonia e Covid-19, e
associadas a desfecho grave da doenca (Giannitrapani et al., 2022; Vakil et al.,
2022). Em homozigose, a variante C foi correlacionada com niveis plasmaticos
mais altos de IL-6 em pacientes de Covid-19 (Rodrigues et al., 2022). As variantes
IL6 +1754 (rs2069840 C>G) e IL6 +3331 (rs2069845 G>C) foram associadas a um
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aumento da expressao de IL6 (Tabela 5) (Ljungman et al., 2009). Recentemente
um estudo de GWAS, envolvendo 632 pacientes com COVID-19 critico, identificou
0 genotipo GG da variante IL6 rs2069837 com uma funcgéo protetora contra COVID-
19 critico (p = 4,64 x 107%¢, OR = 0,49), diminuindo a expresséo de IL-6 no soro em
comparacao com o genotipo AA (B. Gong et al., 2022). Resultando semelhante foi
encontrado para o alelo G da variante IL6 rs2069827 (G>T, p=.01), em um estudo

utilizando amostras de uma populacéo iraniana (Rokni et al., 2022).
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Tabela 5: Variantes em IL6 (Locus: 7p15.3), associadas a sintomas caracteristicos de Covid-
19 ou a doencas com desfechos semelhantes.

Tipo de
Cédigo rs MAF Global Regido Variante Associacao
Funcéo Renal/Diabetes Tipo Il - (Ng et
al., 2008)
Doenca Cardiovascular - (Silander et
al., 2008)
IL6 1754
(rs2069840) G=0.18  Inron  SNP  ppocC - (Yanbaeva et al., 2009)
C>G
Expressdo e DPOC - (J. Q. He et al.,
2009)
Expressdo - (Ljungman et al., 2009)
IL6 +615
(rs2069832) G=0.86 Intron SNP Expressdo - (Ljungman et al., 2009)
(A>G)
IL6 +3331
(rs2069845) A=0.75 Intron SNP Expressdo - (Ljungman et al., 2009)
G>C
Expressao diferencial - (Smith &
Humphries, 2009)
Insuficiéncia Renal e Insuficiéncia
Hepatica Aguda em SDRA -
(Belopolskaya et al., 2015)
IL6 -174 DPOC - (Ahmadi et al., 2019)
(rs1800795) G=0.86 Intron SNP
G>C Choque Séptico por Pneumonia -

(Feng et al., 2015)

Expressdo e SAM - (Kerget & Kerget,
2021)

Expressdo (Guan et al., 2020;
Konwar et al., 2019)
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2 Justificativa

A resposta imune do hospedeiro aos patdgenos depende da associacdo entre
a contribuicdo de fatores ambientais e de fatores genéticos. Estudos clinicos tém
demonstrado que existe uma variabilidade entre as respostas ao SARS-CoV-2,
resultando entre sintomas leves de resfriado a desfechos graves, ou até mesmo a
morte. Atualmente, estudos sugerem que variagdes genéticas contribuem para as
diferentes respostas interindividuais do sistema imune a patbgenos e em respostas
a outras comorbidades, como cardiopatias, hipertenséo e diabetes. Essas variantes
genéticas podem afetar as respostas imunes inatas e adaptativas a suscetibilidade
a SARS-CoV-2 e Covid-19. Até o momento existem dados limitados para a
populacdo brasileira para elucidar a possivel variabilidade genética humana que
leve a suscetibilidade, ou ao agravamento da Covid-19. A realizacdo de estudos
que avaliam fatores genéticos da resposta imune sd0 essenciais para o
entendimento da variabilidade de cada individuo na resposta ao SARS-CoV-2.
Muitas perguntas precisam ser respondidas sobre variagdes genéticas e
mecanismos moleculares necessarios para a eficacia de protocolos de tratamento
e desenvolvimento de vacinas. Polimorfismos nos genes IL1B (rs4848306,
rs1143623, rs16944 e rs1143627), IL6 (rs2069832, rs2069840, rs2069845 e
rs1800795) e TNFA (rs1799964, rs1800630, rs1799724, rs1800629 e rs361525),
sdo variantes genéticas que alteram o nivel de expressao de genes de resposta
imune, e sdo associados a outras doencas com perfis semelhantes a Covid-19,
como a Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica (SIRS), Doenca Pulmonar
Obstrutiva Crénica (DPOC), Lesao Pulmonar Aguda Pediatrica (PALI) e a Sindrome
do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA), e portanto, sdo alvos interessantes

investigagdo na resposta a Covid-19.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a existéncia de associagao entre variantes funcionais nos genes TNF,
IL6 e IL1B com caracteristicas clinicas e comorbidades em pacientes com COVID-
19 no Rio Grande do Sul.

3.2 Objetivos Especificos

e Descrever o perfil clinico dos pacientes com Covid-19 no Rio Grande do Sul,

analisando caracteristicas clinicas e desfechos;

e Analisar a relacao entre alelos e frequéncias genotipicas de variantes no
IL1B (rs4848306, rs1143623, rs16944 e rs1143627), IL6 (rs2069832,
rs2069840, rs2069845, rs1800795 e rs1800796) e TNF (rs1799964,
rs1800630, rs2069845, rs1800795 e rs1800796), e desfechos de Covid-19;
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Capitulo IV

Association between genetic variants in TNF, IL6, and IL1B genes and
severity of Covid-19: a cross-sectional Brazilian study.

Artigo em preparacao.
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5 Discussao

A Covid-19 é a terceira doenca causada por coronavirus humano a surgir em
duas décadas. Embora menos letal que SARS e MERS, a rapida disseminagéo dessa
doenca representou a mais grave ameaca a saude global neste século. A pandemia
de Covid-19 durou mais de dois anos, e no Brasil, foram mais de trinta e quatro
milhdes de casos confirmados e seiscentos e oitenta mil mortes. Embora diversos
estudos tenham sido realizados em busca de um melhor entendimento das causas e
variabilidades de desfechos para a doenca, muitas questdes ainda ndo foram

respondidas.

Este trabalho teve como objetivo descrever o perfil clinico de pacientes de Covid-
19 do Rio Grande do Sul, e investigar a associacdao de variantes em genes que
codificam citocinas pré-inflamatérias consideradas como biomarcadores de gravidade
para Covid-19. Selecionamos treze variantes que estado associadas a regulacdo da
expressao dos genes IL6, IL1B e TNF, e comparamos com a frequéncia alélica e
genotipica entre pacientes hospitalizados e ndo hospitalizados.

As caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes incluidos neste estudo
foram bastante similares aos ja descritos na literatura. Dentre agueles que necessitam
hospitalizacédo, se observa um perfil clinico de homens com idade mais avancada, e
apresentando comorbidades, tais como diabetes, doenca cardiaca e obesidade
(Brodin, 2021; Docherty et al., 2020). Dentre os sintomas, o perfil de tosse e febre nédo
diferiu entre hospitalizados e ndo hospitalizados. Entretanto, dor de garganta e perda
de paladar e olfato foram estatisticamente associadas ao grupo de individuos que néao
necessitou de internagdo. O achado de anosmia e augesia ser mais frequente em
pacientes com sintomatologia leve € um achado interessante que poderia ser atribuido
a diferentes razdes. A primeira € que durante os primeiros meses da pandemia, a
perda de olfato e paladar (anosmia e ageusia) estavam entre 0s sintomas mais
caracteristicos e diferenciais da infeccdo por SARS-CoV-2 (Dixon et al., 2020). Assim,

seria frequentemente descrita por sua caracteristica Unica, e valorizada na descricao
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de pacientes leves, comparado aos graves. No entanto, ndo podemos descartar que

de fato seja mais comum em pacientes ndo hospitalizados.

Com relacéo a investigacdo genética, ndés ndo observamos diferengas alélicas e
genotipicas entre os individuos hospitalizados e ndo hospitalizados para as variantes
nos genes da IL6 e IL1B. No entanto, um resultado que chama a atencao € que a
variante IL1B -3737 ndo estava em Equilibrio de Hardy-Weinberg. O principio de
Hardy-Weinberg é baseado na genética de populacdes, e, de fato, ndo se espera que
uma variante esteja fora do equilibrio de Hardy-Weinberg, a menos que alguma for¢ca
evolutiva esteja atuando sobre aquele locus (Namipashaki et al., 2015). Desvios ao
Equilibrio de Hardy-Weinberg tem sido proposto como uma medida de associacéo de
doencas ao analisar um grupo de doencas, uma vez que os individuos sdo uma
selecdo nado aleatéria da populacdo com base em um fenétipo de interesse (W. C.
Lee, 2003; Nielsen et al., 1998). De toda a forma, nds faremos uma analise molecular
adicional desta variante, por outra técnica de genotipagem para confirmar este

resultado.

Embora ndo tenha sido observada uma diferenca significativa nas frequéncias
genotipicas e alélicas entre hospitalizados e nédo hospitalizados em relacédo a IL1B,
nds considerados um valor de p significativo menos estrito (p<0,15) para construcao
de um modelo de regressdo de Poisson com variancias robustas. Este modelo de
regressao foi construido levando em consideracdo as caracteristicas que foram
estatisticamente significativas entre 0s grupos amostrais e que apresentavam um
tamanho amostral que permita comparacéo entre grupos. O modelo construido levou
em consideracdo a idade, sexo, e presenca das comorbidades: doenca cardiaca,
diabetes e obesidade. As andlises de regressédo com a variante IL1B -511 (rs16944)
mostraram que o genoétipo AG foi associado a um carater protetor em relacdo a
desfechos mais graves da Covid-19. A expressao da proteina IL-1 8 foi relatada como
dependente desta variante rs16944 na regido promotora de IL1B (Hall et al., 2004). A
presenca do alelo A, foi associada a maior producédo de IL-13 (Hall et al., 2004). A
liberacao inicial desta citocina colabora de forma importante para a eliminacdo do
SARS-Cov-2, no entanto, a secrecdo exacerbada de citocinas, incluindo IL-13 pode

ser prejudicial a medida que elas comegcam a atingir as células do hospedeiro
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(Choudhary et al., 2021). Niveis mais altos de IL-18 foram encontrados no lavado
broncoalveolar (LBA) de pacientes que se recuperaram de Covid-19, comparado a
ndo sobreviventes (p = 0,05), quando aferidos na fase de replicacdo viral (média de
sobreviventes versus nao sobreviventes 102 £ 40 vs 15 + 7,7, p = 0,05) (Ruiz et al.,
2022). Portanto, pacientes de Covid-19 com baixos niveis de IL-18 no LBA podem
estar propensos a desfechos mais graves da Covid-19 em comparagdo com aqueles
com niveis elevados. (Ruiz et al., 2022). Em um estudo com pacientes diagnosticados
com leucemia linfoblastica aguda, pacientes com gendétipo IL1B -511AG foram
associados com um menor risco de apresentar leucocitose (>50.000 mma3) ao
diagnéstico (CC vs. CT [OR: 0,20, IC 95%: 0.05-0,73, p=0,009]) (Neto et al., 2022).
O mesmo genotipo heterozigoto de -511 foi também associado a uma melhor resposta
ao tratamento de pacientes infectados com Helicobacter pylori (H. pylori), quando
tratados com lansoprazol, omeprazol ou rabeprazol, em comparacdo com pacientes
com o genotipo GG (Sugimoto et al., 2006). Apesar de ndo encontrarmos outros
estudos avaliando essa variante na Covid-19, podemos levantar a hip6tese de que a
presenca de ambos os alelos poderia ser benéfica devido ao equilibrio na expresséo

desta citocina na fase inicial e final da infeccao.

Assim como a IL-1B8, o TNF-a, é secretado principalmente por macréfagos
ativados presentes em altas concentracées no LBA de pacientes com a SDRA (Bultt,
Yasmeen). Na Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SARS) e na Sindrome
Respiratéria do Oriente Médio (MERS), o TNF-a causa a morte apoptética de células
epiteliais e endoteliais pulmonares (CHANNAPPANAVAR; PERLMAN, 2017b), e uma
forte correlacdo com a gravidade de Covid-19 (Choudhary et al., 2021). A expressao
de TNF-a é controlada por variante de nucleotideo Unico (SNVs) na regido promotora
do gene. Até o momento, diferentes SNVs foram identificadas sendo as mais
frequentemente avaliadas as variantes -238, -308, -875 e -1031 (W. C. Lee, 2003).
Nossos resultados mostram diferencas nas frequéncias alélicas e/ou genotipicas para
as variantes rs1799964, rs1800630, rs1799724. No entanto, apenas o gendtipo CT da
variante TNF -1031, mais comum em pacientes ambulatoriais do que em casos
hospitalizados (61,1% vs. 38,9%; p = 0,004) permaneceu significativamente associado
na andlise de regressdo de Poisson. No modelo controlando por sexo, idade,

cardiopatia, diabetes e obesidade, nds identificamos o gendtipo CT como protetor para
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a gravidade do Covid-19 (RR 0,74, IC 95% 0,61-0,91, p <0,001). O alelo C tem sido
significativamente associado com a susceptibilidade a hepatite induzida por
medicacbes na populacdo do norte do Brasil, e portadores do alelo T tem um risco
menor de desenvolver hepatotoxicidade (OR = 8,632, p = 0,014 e OR = 11,355, p =
0,004) (VALENTE, 2015). Pacientes com genotipo CC submetidos a radioterapia
apresentaram risco significativamente maior de perder tecido adiposo e musculo
0sseos (caquexia), em comparagao com individuos de gendtipo TT ou CT (p =0,044;
HR =3,724). (Guzik et al., 2020). Em relacao a tratamento com medicac¢do antiviral,
individuos HIV positivos, com genétipo CT podem ter um risco aumentado de
neuropatia quando tratados com estavudina em comparacdo com pacientes com o
gendtipo TT, ou um risco reduzido em compara¢ao com pacientes com o genétipo CC
(Chew et al., 2011). Assim, o papel da presenca de ambas as variantes ainda é
controverso, e provavelmente dependente do contexto genético e imunoldgico do
individuo e da condicdo patolégica em questdo. Da mesma maneira que hipotetizado
para a variantes de IL1B, podemos especular que a presenca de ambos os alelos
poderia ser favoravel devido ao equilibrio na expresséo desta citocina nas diferentes

fases da doenca.

Os resultados deste estudo devem ser interpretados levando em consideracdo uma
série de limitacbes e potenciais vieses. A amostra avaliada ndo € muito grande e
algumas associacdes podem ter sido perdidas em razdo dessa limitagdo. Além disso,
embora os pacientes sejam provenientes de diferentes partes do Rio Grande do Sul,
a amostra pode ndo ser representativa da populacédo brasileira, especialmente em
relacdo aos aspectos de ancestralidade e background genético. Além disso, parte das
informacdes clinicas podem ter sido perdidas em raz&o de utilizarmos apenas dados
registrados no SIVEP-GRIPE e dados especificos das variantes virais que infectaram
esses pacientes também ndo estdo disponiveis. Esta foi uma dissertacdo iniciada
durante a pandemia de Covid-19, e que apesar de todas as limitagdes de circulacao,
recursos e tempo para pesquisa, traz resultados inovadores em relacéo ao papel da
genética na Covid-19. Estudos mais abrangentes devem ser realizados para confirmar

os resultados identificados neste estudo.
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