m-—'--— i~
\IRTUTE SPIRITUS,
’I)H‘

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM IMUNOLOGIA

TAIANE DE MACEDO GONDIM

EXPRESSAO DE IFN, IL-17, E HERVs, E NIVEIS
SERICOS DE IL-2, CCL2 E CCL3 ASSOCIADOS A
GRAVIDADE DA COVID-19

Salvador — BA

2023



Taiane de Macédo Gondim

EXPRESSAO DE IFN, IL-17, E HERVS, E NIVEIS
SERICOS DE IL-2, CCL2 E CCL3 ASSOCIADOS A
GRAVIDADE DA COVID-19

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
graduacdo em Imunologia, da Universidade Federal
da Bahia como requisito para obtencdo do titulo de
Mestre em Imunologia.

Orientadora: Profa. Dra. Soraya Castro Trindade

Salvador — BA

2023



Ficha catalografica elaborada pelo Sistema Universitario de Bibliotecas (SIBI/UFBA),
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

G637  Gondim, Taiane de Macédo
Expressao de IFN, IL-17 e HERVs e niveis séricos de IL-2, CCL2
e CCL3 associados a gravidade da COVID-19/Taiane de Macédo Gondim . —
Salvador, 2023.
61 f.:il.

Orientadora: Profé. Dr2. Soraya Castro Trindade.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal da Bahia, Instituto de

Ciéncias da Saude/Programa de P6s-Graduacdo em Imunologia, 2023.




Dedico este trabalho a minha mée, pelo constante
incentivo e dedicacdo em cada etapa da minha vida.
A meu pai (in memoriam), por todo apoio e afeto que
me ofereceu até seu Ultimo suspiro. A0S meus
amigos, gque me acompanharam ao longo dessa
jornada. A minha orientadora, que me permitiu

vivenciar essa experiéncia da melhor forma possivel.



“Toda a nossa ciéncia, comparada com a realidade, é
primitiva e infantil - e, no entanto, é a coisa mais preciosa

que temos”

(Albert Einstein)



RESUMO

A COVID-19 é uma doenca respiratdria aguda causada pelo novo coronavirus (SARS-
CoV-2). Embora a maioria dos casos sejam assintomaticos ou cursem com sintomas
leves, cerca de 20% dos acometidos pela doenca desenvolvem sua forma grave. A
progressdo da COVID-19 tem sido associada a hipoxia, inflamacdo sistémica desregulada
e coagulopatias, porém os fatores de risco para sua evolucao para a forma grave ainda
ndo sdo totalmente compreendidos. O mau progndéstico da doenca parece estar associado
a fatores envolvidos na interacdo virus-hospedeiro, como a sinalizacdo prejudicada do
IFN tipo | — principal linha de defesa inata para montagem de uma resposta imune
antiviral efetiva — associada a uma expressdo desregulada da citocina pré-inflamatorias.
Além disso, os retrovirus endégenos humanos (HERVS), remanescentes de insercdes
gendmicas virais ancestrais, parecem ser reativados em resposta a agentes infecciosos
como 0 SARS-CoV-2, modulando a resposta imune inata e levando a varios efeitos
deletérios sistémicos, porém com papel no agravamento da COVID-19 ainda sao
incipientes. O presente estudo analisou a expressdo génica e niveis plasmaticos de
algumas moléculas apontadas como marcadores de gravidade da COVID-19, comparando
o0s quadros leve e grave da doenca. Foram avaliados 71 individuos (46 casos leves e 25
graves) para analise da expressao génica, e 139 para dosagem plasmaticas de citocinas
(58 casos leves e 81 graves). As expressdes dos genes de IFN e seus receptores (INFAR1
e INFAR2), IL-17 e HERVs foram analisadas em ambos 0s grupos, bem como as
citocinas IL-2, CCL2 e CCL3. O gene INFAR2 e a citocina IL-2 foi mais elevada no
grupo leve, enquanto os niveis da quimiocina CCL3 foram mais significativos no grupo
grave. Esses achados potencializam as evidéncias de como a dindmica da resposta
imunoldgica do hospedeiro pode impactar o desfecho clinico da infeccdo pelo SARS-
CoV-2.

Palavras-chave: Coronavirus. COVID-19. Citocinas. Inflamag&o. IFN.



ABSTRACT

COVID-19 is an acute respiratory disease caused by the coronavirus SARS-CoV-2. Its
progression has been associated with hypoxia, unregulated systemic inflammation and
coagulopathies, but the risk factors for its progression to the severe form are not yet fully
understood. The poor prognosis of the disease appears to be associated with factors
involved in the virus-host interaction, such as impaired signaling of type | IFN — the main
line of innate defense for mounting an effective antiviral immune response — associated
with a deregulated expression of pro-inflammatory cytokines. Furthermore, human
endogenous retroviruses (HERVs), remnants of ancestral viral genomic insertions, appear
to be reactivated in response to infectious agents such as SARS-CoV-2, modulating the
innate immune response and leading to several systemic deleterious effects, but with a
role in the worsening of the still incipient COVID-19. The present study analyzed gene
expression and plasma levels of some molecules identified as markers of the severity of
COVID-19, comparing mild and severe cases of the disease. 71 individuals (46 mild and
25 severe cases) were evaluated for gene expression analysis, and 139 for plasma cytokine
measurement (58 mild and 81 severe cases). The expressions of the IFN genes and their
receptors (INFAR1 and INFAR2), IL-17 and HERVs were analyzed in both groups, as
well as the cytokines IL-2, CCL2 and CCL3. The expression of the INFAR2 gene
(p<0.001) and the plasma concentration of the cytokine I1L-2 (p<0.001) were higher in the
mild group, while the plasma concentration of the chemokine CCL3 (p<0.001) was higher
in the group with severe COVID. These findings enhance evidence on how the dynamics
of the host's immune response can impact the clinical outcome of SARS-CoV-2 infection.

Palavras-chave: Coronavirus. COVID-19. Cytokines. Inflammation. IFN.
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1 INTRODUCAO

Em marco de 2020, a Organizacdo Mundial de Satde (OMS) conferiu a COVID-
19 o status de pandemia, promovendo a adogdo de estratégias direcionadas para contencao
do avanc¢o do virus cujo nimero de casos aumentava progressivamente em proporgdes
alarmantes (WHO, 2020). Pouco depois, na Bahia, 0 municipio de Salvador alcancou a
classificagdo de “transmissao comunitaria” apds confirmar 183 casos da COVID-19 em

um curto intervalo de tempo, sendo imposto o lockdown em todo o estado (G1 BA, 2020).

De acordo com o boletim epidemioldgico mais recente do Centro de Informagdes
Estratégicas em Vigilancia em Salde de Salvador (CIEVS SSA), publicado em 13 de
junho de 2023, ja foram registrados 767.364.883 de casos de COVID-19 e 6.938.353
6bitos em todo mundo, dos quais 1.802.383 casos e 31.622 6bitos foram confirmados na
Bahia, classificando o estado na 82 posic¢do no Brasil em relagdo a incidéncia acumulada
da doenca. Em Salvador, foram registrados 288.000 casos confirmados e 8.713 6bitos
pela doenca (CIEVSSA, 2023).

Embora a maioria dos acometidos pela COVID-19 sejam assintomaticos ou
apresentem a forma leve da doenca, cerca de 20% desenvolvem quadros mais graves. O
prognostico € extremamente inespecifico, podendo apresentar diferentes quadros clinicos
que sdo influenciados tanto por fatores imunoldgicos como por caracteristicas intrinsecas
e comorbidades de cada individuo (Chen, N. et al., 2020). O prognéstico pode ainda variar
de acordo com a populacdo acometida, visto que a gravidade dos casos observados difere
entre os grupos populacionais (Raoult et al., 2020), destacando a necessidade de se
estudar a resposta imune em populagdes diversas na tentativa de desenvolver ferramentas

adequadas para o diagnostico precoce, monitoramento e manejo dos diversos quadros.

A infeccdo pelo SARS-CoV-2 ocorre pela ligacdo entre os receptores da enzima
conversora de angiotensina 2 (ACE2) das celulas da mucosa respiratoria com a proteina
S do virus, que promove a regulagéo positiva deste receptor com efeito paradoxal: em
tempo que pode estimular a resposta contra o virus, também pode tornar o hospedeiro

mais suscetivel ao mesmo (Dhama et al., 2020).

O quadro grave da COVID-19 ¢ associado a formacéo da tempestade de citocinas

que se manifesta por meio de uma superproducdo de varias moléculas pro-inflamatorios
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capazes de aumentar a permeabilidade vascular causando faléncia multipla de 6rgéos e,
eventualmente, 6bito (Wang et al., 2020). Desta forma, as abordagens terapéuticas e
profilaticas para COVID-19 envolvem modulacéo da resposta imunoldgica para suprimir
a inflamacdo de modo que ocorra a manutencdo adequada da mesma para eliminacdo do
patégeno sem danos ao hospedeiro, o que torna essencial a compreensdo dos mecanismos

imunes associados a doenca (Jose; Manuel, 2020).

Ao longo da pandemia, o surgimento de novas variantes do SARS-CoV-2 se
tornou predominante. Apresentando viruléncia, transmissibilidade, resisténcia e afinidade
de ligagdo com o ACEZ2 distintas. As variantes se consolidaram como fator de risco mais
pronunciado da COVID-19 vez que, apesar de taxas menores de hospitalizacdo e
mortalidade, conferiram ao virus certo grau de protecdo aos protocolos de vacinacao
(Zhang et al., 2023).

Frente ao nitido envolvimento do sistema imunolégico no desfecho da COVID-
19, elucidar os elementos envolvidos na hiperestimulacdo imunolégica associada as
disfuncGes dos casos graves se torna imprescindivel para o aperfeicoamento das

intervencdes clinicas e monitoramento da evolucéo clinica dos casos.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 CORONAVIRUS

Coronavirus sdo virus da familia Coronaviridae (subfamilia Coronavirinae) que
possuem RNA de fita simples de sentido positivo e sdo capazes de causar infeccdes do
trato respiratério superior e inferior. Portam o maior genoma ndo segmentado entre 0s
virus de RNA, o que confere uma elevada plasticidade gendmica a estes microrganismos
e favorece alteragdes por meio de mutacdo e recombinacdo. Desta forma, ha maior
possibilidade de diversidade genética, maiores chances de transmissdo cruzada entre
especies e, consequentemente, o surgimento de novas cepas (Habas et al., 2020; Li et al.,
2020).

Ao longo de 20 anos, duas formas altamente patogénicas dos coronavirus foram
identificadas: o coronavirus associado a sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV)
em 2003, e a sindrome respiratoria do Oriente Méedio (MERS-CoV) em 2012. Em

dezembro de 2019, uma nova cepa do coronavirus foi isolada de pacientes com
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pneumonia de etiologia desconhecida na cidade de Wuhan, na China, a qual
posteriormente foi nomeada de novo coronavirus (SARS-CoV-2). A alta
transmissibilidade dessa nova cepa resultou na propagacéo rapida do virus da China para
outros continentes ao redor do mundo. Frente a esse cenario, em 11 marco de 2020, a
OMS classificou 0 SARS-CoV-2 como “uma emergéncia de satide publica de interesse
internacional” e, logo em seguida, declarou o estado mundial de pandemia (Ward; Li;

Tian, 2020).

O SARS-CoV-2 é um virus envelopado de RNA, ndo segmentado e de sentido
positivo. Possui diametro entre 65-125 nm e é envolvido por uma bicamada fosfolipidica
caracterizada por espiculas projetadas na sua superficie externa. Estruturalmente, o
SARS-CoV-2 é composto por proteinas acessOrias e quatro proteinas estruturais
principais (figura 1): a glicoproteina spike (S) — comum a todos os coronavirus, a
glicoproteina de pequeno envelope (E), a glicoproteina de membrana (M) e a proteina de
nucleocapsideo (N). Destas, as glicoproteinas S, E e M estdo incorporadas no envelope

viral, e a proteina N protege o genoma do virus (Li et al., 2020; Samudrala et al., 2020).

Figura 1 - Estrutura do SARS-CoV-2

Spike (S)
Membrana (M)

Nucleocapsideo (N)

Fonte: Li G et al., 2020

Funcionalmente, cada proteina exerce um papel crucial para a interacdo do virus
com a célula hospedeira. A proteina S é crucial para a entrada das particulas infecciosas

na celula, assumindo o papel de receptor critico para o tropismo celular, além de iniciar
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a resposta imune no hospedeiro. A proteina M se liga ao nucleocapsideo e atua como o
centro de montagem para o coronavirus, dando a forma definitiva ao envelope viral e
promovendo as interagdes necessarias para a fusao entre as membranas viral e celular. A
proteina E desempenha um papel multifuncional na patogénese, montagem e liberacéo do
virus. Por fim, a proteina N também assume um papel polivalente ao participar da
formagao de complexos do genoma viral, interagir com a proteina M e E para promover
a montagem dos virions, aumentar a eficiéncia da transcri¢do do material genético viral e
ser capaz de modular a resposta antiviral, atuando como antagonista dos interferons no
hospedeiro (Dhama et al., 2020).

Adicionalmente, estudos filogenéticos apontaram diferengas estruturais e
funcionais na proteina S do SARS-CoV-2 quando comparado a outros coronavirus: foram
identificadas 6 substituicGes de aminoacidos na regido do dominio de ligacdo ao receptor
(RBD). Esta divergéncia demonstrou favorecer a magnitude da infectividade viral, pois
potencializa a afinidade da ligacdo entre a proteina viral e receptor celular utilizado pelo

virus para infectar a célula hospedeira e iniciar sua replicacdo (Andersen et al., 2020).

2.1.1 Ciclo de replicagéo do SARS-CoV-2

O coronavirus segue uma estratégia tipica de replicacao viral que se inicia com a
ligacdo entre 0 microrganismo e a célula hospedeira, e decorre na liberacdo da progénie

recém gerada (figura 2).

Na mucosa respiratoria, o virus atinge principalmente células epiteliais das vias
aéreas e alveolares, células endoteliais vasculares e macréfagos pulmonares, o0s quais
expressam o ACE2. A proteina S se liga ao ACE2 por meio do RBD e desencadeia a
endocitose do SARS-CoV-2, expondo o virus as proteases endossomais. Em seguida, as
proteases promovem a clivagem da proteina S gerando alteragdes conformacionais nas
subunidades da proteina S viral que aumentam a afinidade de ligagdo com o receptor da
célula hospedeira, e permitem a fusdo entre as membranas viral e celular.
Consequentemente, o virus é liberado no citoplasma da célula hospedeira (Samudrala et
al., 2020; Tay et al., 2020).
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Figura 2 - Ciclo de replicacdo do SARS-CoV-2.
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Fonte: Alanagreh et al., 2020.

A liberacdo do virus para o citoplasma da inicio a traducdo do RNA viral e
codificacdo das proteinas estruturais que, associadas ao RNA genémico (RNAgQ), irdo
participar da montagem e liberacdo dos virions. O RNAg do coronavirus consiste
principalmente em fases de leitura aberta (ORFs) que traduzem a maior por¢do do RNA
em poliproteinas que serdo posteriormente clivadas em proteinas ndo estruturais (NSPs).
As NSPs compreendem replicases e transcriptases envolvidas no processamento do
material genético viral, e atuam especificamente na degradacdo do RNA mensageiro
(RNAm) celular, inibi¢do da sinalizacdo de interferon e ativacdo da RNA polimerase. O
restante do RNAg é transcrito em um RNA antisense (3'-5") que, apds seu processamento,
sintetiza RNAs subgendmicos para tradugdo das proteinas estruturais e acessorias. Essas
proteinas sdo posteriormente isoladas no reticulo endoplasmatico (RE) e depois movidas
para o compartimento intermediario reticulo endoplasmatico-Golgi (ERGIC), onde
concluem sua maturacédo e sdo transportadas para superficie celular onde séo liberadas
por exocitose para infectarem outras células (Alanagreh, Alzoughool, Atoum, 2020;
Astuti, Ysrafil, 2020).
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2.1.2 Patologia clinica da COVID-19

A doenca causada pelo SARS-CoV-2 é denominada de sindrome respiratéria
aguda grave (ou COVID-19), transmitida por meio da inalacdo de particulas virais. O
periodo de incubacdo do virus varia entre 2 a 14 dias, e a doenca apresentou maior
gravidade quando associada a faixas etarias acima de 50 anos, sexo masculino e existéncia

de condi¢des médicas subjacentes (Zhang et al., 2020).

Apesar de frequentemente assintomatica, a COVID-19 pode manifestar quadros
sintométicos que variam de leve/moderado a grave/critico. O quadro leve/moderado cursa
com febre, mialgia, fadiga, anosmia e ageusia, além dos sintomas respiratorios
caracteristicos como tosse seca e dispneia; enquanto o quadro grave/critico configura
progressao do curso da doenca para pneumonia e sindrome respiratéria aguda grave,
podendo evoluir para faléncia multipla de 6rgéos e 6bito (Chen, G. et al., 2020; Li et al.,
2020). Com base nas caracteristicas clinicas e laboratoriais associadas a COVID-19,
(Yuki et al., 2020) forneceram uma tabela que classifica os pacientes acometidos pelo

virus (tabela 1).

Tabela 1 - Classificacdo clinica da COVID-19

Teste molecular positivo para COVID-19, sem sintomas e sinais

Assintomatico o
clinicos.

Sintomas de infecgdo aguda do trato respiratorio superior
(febre, fadiga, mialgia, tosse, dor de garganta, coriza e
espirros) e sintomas digestivos (ndusea, vomito, dor
abdominal e diarreia).

Pneumonia sem hipoxemia evidente. Lesfes toracicas
evidentes em tomografia computadorizada.

Grave | Pneumonia com hipoxemia (SpO. < 92%).

Sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA),
Critico | lesbes miocérdicas, insuficiéncia cardiaca, disfuncéo de
coagulacéo e leséo renal aguda.

Leve

Sintomatico | Moderado

Fonte: Adaptado de Yuki et al., 2020.

A fisiopatologia da COVID-19 inclui modulacdo e liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias que contribuem para uma resposta agressiva, o que pode resultar em lesdo
pulmonar e agravamento das manifestacdes clinicas da doenca. Desta forma, a gravidade
da doenca reflete ndo somente a infeccdo viral em si, como também a resposta do
hospedeiro (Casillo et al., 2020; Tay et al., 2020).
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O SARS-CoV-2 invade o parénquima pulmonar e promove uma inflamagéo
intersticial grave dos pulmdes associada a pneumonia, sindrome do desconforto
respiratério aguda (SDRA) e lesdes pulmonares, as quais sdo evidenciadas em imagens
de tomografia computadorizada (TC) por meio do achado de opacidade em vidro fosco
(figura 3) (Kanne et al., 2021).

Figura 3 - TC evidenciando les6es pulmonares causadas pelo SARS-CoV-2.

2y

e

———

A: Radiografia de tdrax postero-anterior mostra opacidades pulmonares leves e mal
definidas na periferia dos pulmoes (setas). B e C: Imagens de TC em plano frontal
sem contraste do torax mostram opacidades periféricas em vidro fosco
correspondentes.

Fonte: Kenne et al., 2021

Também sdo observadas alteracdes laboratoriais na infeccdo pelo SARS-CoV-2.
Os pacientes geralmente apresentam linfopenia com ou sem anormalidades leucocitérias,
a qual mostrou correlacdo positiva com a gravidade da doenca visto que pacientes com
maiores danos pulmonar tendem a apresentar linfopenia de forma mais acentuada com
niveis significativamente elevados de neutrofilos (Liu et al., 2020). Outras alteracdes
laboratoriais predominantes incluem hipoalbuminemia, elevacdo dos marcadores
inflamatorios, como proteina C reativa (PCR) e lactato desidrogenase (LDH), e aumento

dos niveis séricos de D-dimero (Rodriguez-Morales et al., 2020; Xu et al., 2020).

Embora a fisiopatologia exata da COVID-19 ainda ndo tenha sido totalmente
elucidada, é reconhecido que a desregulagdo da imunidade inata associada a

hiperinflamac&o sdo as causas das manifestacdes clinicas da doenga.

A coordenacdo da resposta imunoldgica é essencial para resolucao das infeccoes
virais, de modo que altera¢cBes na dindmica desses processos podem gerar respostas

desajustadas e prejudicais ao hospedeiro (Lin et al., 2020). Do mesmo modo, a amplitude
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da patogénese do SARS-CoV-2 também esta associada a uma resposta imune
desfavoravel capaz de promover lesdo pulmonar, prejuizo funcional e reducdo da
capacidade pulmonar. Insuficiéncias e direcionamento incorreto das respostas
imunolodgicas nos pacientes com COVID-19 mostraram contribuir com a acéo viral, e
fortaleceram a hipotese dessas respostas cooperarem para danos ainda mais extensos ao

organismo do hospedeiro (Li et al., 2020).

2.1.3 Resposta imune ao SARS-CoV-2

A patogenicidade imunoldgica da COVID-19 é uma rede complexa associada a
viruléncia do virus e a mé coordenacdo das respostas imunes. A replicagdo do SARS-
CoV-2 promove a liberacdo de mediadores inflamatorios pelas células epiteliais, que
induz os macrofagos a aumentar a producéo de citocinas, sendo marcada por uma resposta
tardia do IFN tipo I. Usualmente, respostas antivirais mediadas por IFN tipo | e a ativacéo
de linfocitos T citotoxicos sdo suficientes para eliminagdo viral em individuos com
sintomas leves. Entretanto, comprometimentos nas populacGes celulares pode levar a
desregulacdo da imunidade inata e adaptativa. A resposta antiviral insuficiente, presenca
de autoanticorpos contra IFNs tipo | e um ambiente inflamatério persistente induzido
pelas células residentes podem contribuir para forma grave (Zhang et al., 2023).

Em geral, a resposta imune aos virus se inicia pelos receptores de reconhecimento
padrdo (PRRs), os quais ativam fatores de transcricdo que induzem secrecdo IFN tipo | e
Il com regulacdo positiva de genes estimulados por IFN (ISGs) que ativam as células
dendriticas e natural killers (NK), bem como a resposta imune adaptativa. Contudo, as
respostas as infeccdes ndo sdo lineares, e apresentam diferencas frente aos
microrganismos, 0 que exige uma reprogramacao da resposta do hospedeiro para gerar
defesas eficazes (Blanco-Melo et al., 2020; Li et al., 2021).

A infeccdo por SARS-CoV-2 apresenta uma resposta inflamatoria distinta.
Frequentemente, uma resposta imune inadequada e fraca favorece a replicacéo do virus e
suas complicacdes. A COVID-19 promove a mobilizagdo e consumo de uma variedade
de biomoléculas e componentes celulares, de modo que o esgotamento das defesas
antivirais frente a uma producdo elevada de citocinas inflamatdrias pode ser o ponto chave

para o desfecho mais critico da doenca (Costela-Ruiz et al., 2020).
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Lin et al. (2020) hipotetizaram a historia natural da COVID-19 ser composta por
3 fases: (1) fase de viremia, (2) fase aguda e (3) uma fase de caréater variavel. A fase de
viremia ocorre até o 7° dia de infeccdo e compreende a invasdo e acumulo do virus no
organismo. A fase aguda é caracterizada pelo estabelecimento dos sintomas respiratorios,
sendo também denominada como "fase da pneumonia”, cuja dinamica imune efetora
determina o desfecho clinico do paciente na fase seguinte. Por fim, a terceira fase
compreende ou a resolucdo da infeccdo, quando a resposta imune é efetiva para depuracao
do virus, ou agravamento da doenca, quando a resposta imune falha em regular a atividade

viral na fase de pneumonia.

A entrada do virus no organismo desencadeia o recrutamento das células NK e
células apresentadoras de antigenos (APC) que apresentam o antigeno do coronavirus as
células T CD4+ via MHC | estimulando a ativacdo das células Thl e promovendo a
liberacdo de I1L-12 e IFN. O estimulo antigénico promove ainda a ativacdo da resposta
humoral através do estimulo das células B, ativacdo das células T CD8+ e das células T
auxiliares que liberam citocinas e quimiocinas cruciais para uma resposta antiviral bem-
sucedida (Astuti; Ysrafil, 2020; Li et al., 2020).

As células T estdo envolvidas no equilibrio entre 0 combate contra patdgenos e 0s
riscos de desenvolver inflamacdo avassaladora. As células T CD4 + promovem a
producdo de anticorpos especificos para virus, por meio da ativacdo das células B. Em
tempo que as células T CD8 +, presentes nos infiltrados inflamatdrios encontrados nos
pacientes com COVID-19, exercem seu potencial citotdxicas sob as células infectadas na

tentativa de erradicar a infeccdo (Li et al., 2020).

O potencial antagonista do SARS-CoV-2 aos IFN ndo favorece uma resposta
robusta do hospedeiro. Embora o organismo ainda seja capaz de induzir niveis necessarias
desta citocina, a acdo antagonista do virus promove retardo deste mecanismo, resultando
no desbalanco da resposta imune, disfuncdo da atividade das células T marcada pela
deplecéo das células T CD4+, replicagéo viral sustentada e a promocao de um ambiente
pro-inflamatorio marcado pelo fenomeno da “tempestade de citocinas” (Anka et al.,
2021).

A “tempestade de citocinas” compreende uma cascata de produgdo repentina de

citocinas autoamplificadas devido a uma resposta imune desregulada do hospedeiro, desta
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forma mecanismos resolutivos sdo sobrepostos pela sobrecarga do sistema imune.
Embora a verdadeira natureza da tempestade de citocinas ainda néo seja completamente
compreendida, o estabelecimento de uma tempestade de citocinas é um evento comum
em pacientes criticos da COVID-19, sendo acompanhado de contagens reduzidas de
linfécitos e células NK circulantes com elevacdo de marcadores inflamatérios (IL-2, IL-
7, 1L-10, CCL2, CCL3 e TNF-a) e de leséo tecidual (Wang et al., 2020; Zarrilli et al.,
2021).

Os niveis de 1L-6, IL-10 e o fator de necrose tumoral (TNF) aumentam ao longo
da infecgéo e tendem a reduzir durante a recuperacdo da doenca. Contudo, os pacientes
mais graves apresentam superproducdo dessas moléculas por macréfagos inflamatérios
associada a reducdo da expressao de IFN e linfopenia de células T CD4+e T CD8+ (figura
4), enquanto as populacdes de células B se mantém consistentes. As evidéncias apontam
que esta dindmica alimenta a tempestade de citocinas observada nos casos graves e
promove, além da reducdo de células T, exaustdo funcional dos componentes celulares

sobrevivente (Pedersen; Ho, 2020).

Figura 4 - Mecanismos imunolégicos que promovem a tempestade de citocinas associada a COVID-19
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O evento inicial da tempestade de citocinas parece ser a propria interacao entre a
proteina S do virus com seu receptor ACE2. Essa interacdo resulta na internalizagdo do
receptor, promovendo regulacdo negativa do mesmo. A redugéo na expressao de ACE2
aumenta a permeabilidade vascular, promove edema pulmonar, acimulo de neutrofilos
com consequente reducdo da funcdo pulmonar e leva a ativacdo dos mondcitos e
macrofagos alveolares com consequente producdo das citocinas pro-inflamatorias
supracitadas (Mahmudpour et al., 2020; Qin et al., 2020; Zarrilli et al., 2021).
Adicionalmente, uma predominante atividade da via de sinalizacdo da IL-17 proporciona
um enriquecimento do ambiente inflamatorio na infeccdo por SARS-CoV-2;
caracteristica ndo observada nas infecgdes por SARS-CoV-1 e MERS-CoV. A IL-17 foi
associada a fatores de progressao da COVID-19, como agregacdo de leucocitos,
regulacdo positiva de granuldcitos/neutréfilos e geracdo de febre (Hasan et al., 2021).
Além disso, a atividade da IL-17 também foi associada ao aumento da expressdo de
retrovirus endégenos humanos (HERVS) nos pacientes infectados, os quais favorecem
ainda mais a ativacdo dos mondcitos e aumento do consumo de fatores de coagulacdo
(Temerozo et al., 2021).

Até 0 momento, ndo estd completamente elucidada a forma como o coronavirus
interrompe a homeostase imune e promove resposta pro-inflamatéria hiperativa. A
hipdtese mais consolidada propde que o virus é capaz de mascarar sua presenca para o
sistema imunologico, de modo a ocasionar a replicacdo viral desenfreada que,
eventualmente, provoca a resposta inflamatoria persistente e de ampla magnitude que

promove os dados sistémicos da doenca (Zhou et al., 2020).

2.1.3.1 Retrovirus endégenos humanos (HERVS)

HERVs sdo sequéncias retrovirais que foram integradas ao material genético
durante a evolucdo por meio de repetidas infec¢bes das células germinativas ancestrais, e

compdem cerca de 8% do genoma humano (Kdiry et al., 2018).

O processo de integracdo dos HERVs acumulou mutacgdes que incapacitaram sua
funcionalidade proliferativa, contudo o potencial transcricional e codificante dos mesmos
pode ser ativado quando regulados positivamente. A ativagdo destas sequéncias tem sido

frequentemente associada a varias doengas, como cancer, esclerose multipla, diabetes tipo
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1 e artrite reumatoide; as quais também sdo comorbidades apontadas como fator de risco

para os quadros graves da COVID-19 (Balestrieri et al., 2021).

Pode-se agrupar os HERVs em 4 classes: HERV-K, HERV-R, HERV-W e
HERV-H. Sendo o0 HERV-K o mais abundante em humanos (Kim, 2012) e 0 HERV-W

mais associado a doencas crénicas inflamatorias (Li; Karlsson, 2016).

Os HERVs apresentam expressao variavel em diferentes tecidos e possuem uma
organizacao gendmica classica dos retrovirus: duas regies de repeticdo terminal longa
(LTR), e os genes gag, pol e env (figura 5). Ocasionalmente, o hospedeiro se beneficia da
presenca desses genomas estranhos em algumas funcdes fisioldgicas, como a
variabilidade genética, supressdo da resposta imune materna durante a gestacdo e um
certo grau de protecdo contra infecgdes por retrovirus exégenos (Dolei, 2006). Entretanto,
0s HERVs também carregam um potencial patogénico pré-inflamatério que pode afetar
a resposta imune do hospedeiro por meio de sinais regulatorios quando associado a
neuroinflamacéo, neurodegeneracéo e desequilibrios do sistema imunolégico (Antony et
al., 2004).

Figura 5 - Representacdo do genoma do retrovirus endégeno humano.
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A expressdo dos genes HERVs pode influenciar a modulagdo de outros genes
préximos e gerar impactos no sistema imune. Os genes gag, pol, pro e env demonstraram
associacdo com desregulacdo imunologica, sintese de proteinas que interferem no ciclo
dos linfocitos, remodelacdo vascular progressiva no trato respiratorio e promocao do

processo de fusdo célula-célula, respectivamente (Temerozo et al., 2021).
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Por conto do seu envolvimento com o sistema imunolégico, os HERVS compdem
um ciclo de autoalimentagdo em processos infecciosos: os transcritos dos HERVs séo
reconhecidos como padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPS) pelas vias
imunes inatas, o que induz a ativacdo da via do IFN com produgdo de citocinas
inflamatdrias, e migracéo e ativacdo de células T e B no local da inflamacéo (figura 6).
Por sua vez, os mediadores inflamatérios favorecem ainda mais os transcritos de
retrovirus, ampliando a magnitude da resposta celular e favorecendo rupturas na

tolerancia imunoldgica (Grandi et al., 2023).

Devido a este comportamento, acredita-se que os transcritos de HERV possam
sinalizar estados de doenga e infeccGes virais, assim como serem utilizados como
biomarcadores para diagnéstico precoce e avaliacdo de progndstico de diversos quadros
clinicos (Hu et al., 2017).

A interacdo promovida pelos transcritos de HERVs é especialmente relevante para
COVID-19. A presenca do SARS-CoV-2 influencia a expressao dos retrovirus a ponto de
ser possivel diferenciar individuos ja expostos ao virus (com infeccéo ativa ou curados)
daqueles que nunca expostos. A modulacdo promovida pela expressao dos retrovirus é
capaz de sustentar e amplificar o ambiente inflamatdrio caracteristico dos quadros mais
graves e Obitos, bem como sequelas nos pacientes convalescentes. A presenca do virus
estimular esse comportamento evidencia que os HERVs podem implicar na gravidade da
doenca (Giménez-Orenga et al., 2022; Grandi et al., 2023).

Figura 6 - Mecanismo de interacdo entre HERVS e processo inflamatério.
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Embora a causalidade direta entre HERVs e condi¢fes patologicas ainda nédo
esteja completamente elucidada, o envolvimento destas sequéncias na via de resposta do
IFN foi demonstrado experimentalmente (Garcia-Montojo; Nath, 2021), e expressoes
anormais de HERVs ja foram observadas em pacientes com céancer, doencas
neurodegenerativas e infecgdes por virus exdgenos, fortalecendo os indicios de que a
desregulacdo dos transcritos do HERV pode ter um efeito significativo na saide humana
(Song et al., 2021).

A regulacéo positiva dos genes de HERV-K e -W também foram observadas em
lavados broncoalveolares de pacientes com COVID-19, sendo a regulagdo do HERV-W
expressa em niveis mais significativos (Kitsou et al., 2021).

O estudo de (Temerozo et al., 2021) trouxe a primeira evidéncia publicada da
presenca de transcritos de HERV-K em pacientes com a forma grave da COVID-19
associada a eventos regulatorios e pré-inflamatorios que parecem contribuir com o
desfecho da doenca. Foi demonstrado que pacientes graves, no geral, apresentam uma
maior expressdo de HERV-K do que pacientes leves, e esta expressao se torna ainda mais
significativa nos pacientes graves que evoluiram para 6bito. Esse aumento da expressdo
de HERV-K foi associado a outros fatores envolvidos na resposta imune; fortalecendo a

relacdo dos transcritos com o desfecho da doenca.

Niveis mais elevados de expressdo do HERV-K foram associados positivamente
a IL-17; e negativamente ao fator de crescimento nervoso (NGF), maior consumo de
fatores de coagulacéo e ativacdo das células NK. Neste contexto, a expressdo de HERV-
K na COVID-19 contribuiria para o desenvolvimento de uma resposta antiviral inata
inadequada, favorecendo a manutencdo do ambiente inflamatorio crénico caracteristico

do quadro mais grave da doenca (Temerozo et al., 2021).

Analises imunofenotipicas dos pacientes mais agravados revelaram associacdo
entre expressfes mais significativa de HERV-W e uma resposta imune desregulada
caracterizada por linfocitos T CD4 hiperativados ou exaustos, acompanhado de extenso
envolvimento pulmonar. O aumento de transcritos de HERV-W foi inicialmente
observado em culturas de células de pacientes infectados por COVID-19, e

correlacionado com a liberacdo de mediadores pro-inflamatérios envolvidos na
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tempestade de citocinas e associados a prognosticos mais desfavoraveis (Balestrieri et al.,
2021).

Os niveis de HERV-W também se correlacionaram com fatores de diferenciacéo
das células T e gravidade da pneumonia devido ao aumento da proteina sincitina-1 nos
pacientes com COVID-19, a qual é codificada pelo HERV-W e, quando reativada,
participa da regulacéo de respostas inflamatdrias e autoimunes (Balestrieri et al., 2021).
A expressdo de moléculas pro-inflamatdrias envolvidas na tempestade de citocinas e mau
prognostico, como IL-6, IL-17 e TNF-a também foram correlacionadas aos transcritos
(Garcia-Montojo; Nath, 2021).

Os transcritos de HERV-W env podem manter um nivel significativo de expressédo
em periodos pos infeccdo pelo SARS-CoV-2, acompanhado de niveis sustentados, ou até
maiores, de imunoglobulinas. Este comportamento se associa a uma capacidade
prejudicada dos pacientes em realizar atividades diarias basicas devido a persisténcia de

sintomas vivenciados durante a infeccdo (Giménez-Orenga et al., 2022).

O aumento da expressdo dos retrovirus também foi associado as vias de ativacado
do IFN. Genes HERV-K e -W, bem como IFN-1 e -2, foram encontrados regulados
positivamente no sangue periférico de pacientes pediatricos com sintomas leves da
COVID-19, porém estavam regulados negativamente nos casos graves (Tovo et al.,
2021). Esses achados contrap&em as evidéncias de que a regulacdo positiva dos retrovirus
contribui apenas para um desfecho desfavoravel da doenca, conferindo dualidade ao papel

dos retrovirus na fisiopatologia da COVID-19.

2.1.3.2 INTERFERON

Os interferons (IFNs) sdo as principais moléculas antivirais de fase aguda capazes
de limitar a disseminacdo do virus e modular a resposta imune, além de exercer efeito
sobre outras células da imunidade inata e adaptativa envolvidas na resposta antiviral. Nos
humanos, essas citocinas séo divididas em 3 familias: IFN-1, IFN-I1 e IFN-11l. Os IFN-I
e 11 consistem na primeira linha de resposta e podem ser gerados pela maioria das células,
enquanto o IFN-II sdo produzidos de forma secundaria por células imunoldgicas
especializadas (Lazear; Schoggins; Diamond, 2019). A producdo dos IFNs promove um
estado antiviral intrinseco por meio do reconhecimento pelos receptores de IFN
especificos (INFAR-1 e -2) e da ativagdo dos ISGs (Schneider; Chevillotte; Rice, 2014).
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Usualmente, a introducéo do material viral promove o aumento dos niveis de IFN
e suas consequéncias. O RNA viral é reconhecido pelos receptores Toll-like (TLR) e
Retinoic Inducible Gene-lI (RIG-1) no endossomo e no citoplasma, respectivamente,
estimulando a producdo de IFN pelas células do hospedeiro. O IFN entdo liga-se aos
INFAR, ativa a via de sinalizacdo JAK-STAT e induz amplamente os ISGs, promovendo
a expressdo de proteinas antivirais (figura 7). Esse processo representa a principal linha
de defesa antiviral que é capaz de interferir em cada etapa da replicacdo do virus
(Schneider; Chevillotte; Rice, 2014).

Figura 7 - Esquema simplificado da ativacdo da via JAK-STAT.
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Fonte: Adaptado de Schneider; Chevillotte; Rice, 2014.

O papel central do IFN no controle das infecgdes virais classificou essa citocina
como um possivel componente critico do controle do SARS-CoV-2. Embora 0s
coronavirus sejam sensiveis a acdo dos IFN, algumas proteinas do virus podem fornecer
uma forma de escape imunol6gico ao subverter a resposta imune e promover acdo

antagonista ao IFN (Chiale; Greene; Zuniga, 2022).

O SARS-CoV-2 interfere na via do IFN, reduzindo ou retardando a expressédo do
mesmo e configurando a desregulacdo da resposta imune inata. Na auséncia de uma
expressdo efetiva do IFN, o virus consegue replicar em titulos elevados, e favorece a
resposta inflamatoria exagerada que € associada a imunopatologia da doenca (Kim; Shin,
2021).
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A participacgéo dos IFN na infeccdo pelo SARS-CoV-2 é sustentada por evidéncias
da regulacdo dos genes envolvidos na ativacdo do IFN e citocinas pré-inflamatdrias em
pacientes com COVID-19. Os dados relatados mostram que infectados com COVID-19,
leves e graves, apresentam niveis séricos de IFN e citocinas inflamatorias mais elevados
do que individuos saudaveis, porém diferem quanto a expressdo de IFN, sendo esta
significativamente reduzida nos pacientes que manifestaram a forma grave (Galanti et al.,
2021; Huang et al., 2020; Li et al., 2021). As respostas do IFN nos pacientes com COVID-
19 grave também estavam acompanhadas de cargas virais mais elevadas (Zhou et al.,
2020; Zhu et al., 2020) fortalecendo as evidéncias da contribuicdo desta via para

imunopatologia da doenca.

Alguns mecanismos foram propostos para explicar a participacdo do IFN no
quadro da COVID-19 (figura 8). Como a replicacdo do virus ocorre em vesiculas de
membrana dupla, o reconhecimento do mesmo é dificultado e, consequentemente,
favorece o aumento da replicacdo viral, vez que a acao autocrina do IFN é prejudicada.
Junto a isto, a proteina N do SARS-CoV-2 tem potencial de inibidor quimico dos
receptores de IFN, interferindo nos mecanismos moleculares envolvidos na ativacao
adequada da via, seja por inibicdo da sinalizacdo JAK-STAT ou supressdo da ativacdo
dos I1SGs (Kim; Shin, 2021).

Ao inibir a resposta da via do IFN, a replicacdo viral é sustentada. Em resposta a
alta carga do virus no organismo, outras células imunes inatas sdo estimuladas a
produzirem IFNs via TLRs, de forma tardia e demasiada. Essa producdo ndo é
neutralizada pelo SARS-CoV-2 devido a auséncia de proteina viral no citoplasma destas
células, e assim promove o acumulo e a ativacdo de mondcitos e macrofagos, e a producédo
persistente de citocinas pré-inflamatdrias que acabam por causar ruptura na tolerancia
imunolégica (Hadjadj et al., 2020; Kim; Shin, 2021).
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Figura 8 - Hipotese da contribuicdo do atraso na resposta do IFN no processo hiperinflamatério na
COVID-19 grave.
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Fonte: Adaptado de Kim; Shin, 2021.

As atividades antivirais dos IFNs e sua associa¢do ao prognostico dos pacientes
impulsionou investigacbes clinicas sobre nebulizacdo de IFNs recombinantes para
tratamento da COVID-19 (Monk et al., 2021). No entanto, o efeito paradoxal do IFN na

hiperinflamagao torna a compreenséo desta via uma ferramenta valiosa e necessaria.

2.1.3.3 INTERLEUCINA 17 (IL-17)

A interleucina 17 (IL-17) é uma citocina pré-inflamatoria que participa da
remodelacdo tecidual, estresse fisiologico e resposta a infeccbes. E produzida
principalmente por linfocitos Th17, e também por células T CD8+ e células NK. Suas
principais fungdes incluem recrutamento de neutrofilos e monaocitos, a produgéo de I1L-6
e, em conjunto com a IL-22 e TNF, producéo de peptideos antimicrobianos (Costela-Ruiz

et al., 2020). O papel predominante a IL-17 parece depender do local no qual sua acdo é
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desencadeada (intestino, pulméo ou pele), que pode influenciar o efeito protetor ou

hiperinflamatorio prejudicial (Pacha; Sallman; Evans, 2020).

Niveis elevados de IL-17 foram relatados em pacientes infectados com SARS-
CoV-2 como parte da tempestade de citocinas responsavel pela lesdo pulmonar
caracteristica da forma grave da COVID-19, sugerindo uma associacao entre 0s niveis
desta citocina e a gravidade da doenca (Wu; Yang, 2020). No entanto, as evidéncias da

associacdo entre IL-17 e gravidade da COVID-19 sdo muito controversas.

Os estudos que relatam diferengas significativas nos niveis de IL-17 entre
pacientes leves e graves divergem entre si. Se por um lado as evidéncias apontam para
niveis mais baixos de IL-17 nos gases graves (Grifoni et al., 2020; Ouyang et al., 2020;
Tufa et al., 2022), outros estudos trazem relatos sobre niveis mais elevados desta citocina
nos pacientes mais criticos (Fadlallah et al., 2021; Shibabaw, 2020). Confrontando todos
os relatos, também ha investigacGes que apontam para aumentos dos niveis de IL-17 em
todos os quadros da COVID-19, sem distincdo entre eles e sem nenhuma correlagdo com

gravidade ou curso clinico (Abers et al., 2021; Wan et al., 2020).

Portanto, as evidéncias apontam que associacdo entre niveis séricos IL-17 e
gravidade da COVID-19 ndo é consistente, estando essa citocina elevada nos infectados

na fase aguda a infeccdo independentemente da gravidade (Abers et al., 2021).

2.1.3.4 INTERLEUCINA 2 (IL-2)

A interleucina 2 (IL-2) esta envolvida na imunidade adaptativa e promove
maturacdo e proliferacdo de células T, B e NK. Assim, a IL-2 ¢é essencial para controle
das respostas imunes e manuten¢do da autotolerancia, e sua auséncia esta associada a um

mau controle das células efetoras (Rosenberg, 2014).

As evidéncias de niveis elevados de IL-2 em pacientes com COVID-19 grave séo
bem consistentes e foram reproduzidas em diversos estudos, exibindo um certo padrao de
proporcionalidade com a gravidade da doenca (Chen, G. et al., 2020; Huang et al., 2020;
Liu et al., 2020; Qin et al., 2020; Wan et al., 2020). A elevacao da IL-2 e sua associacao
com a gravidade da infecgdo também foi relatada com outros coronavirus (Li et al., 2008).
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2.1.3.5 Proteina quimioatraente de mondcitos-1 (MCP-1/CCL2) e proteina
inflamatéria de macrofagos 1o (MIP-10/CCL3)

A CCL2 é uma quimiocina que regula o recrutamento de células imunes para 0s
sitios especificos. E produzida em resposta e estresse oxidativo, citocinas ou fatores de
crescimento, sendo expressa por varios tipos de célula, principalmente, mondcitos e
macrofagos (Deshmane et al., 2009). A CCL3 também participa do recrutamento dos
polimorfonucleares, com énfase em contextos envolvendo a resposta inflamatoria
(Ghafouri-Fard et al., 2021). Ambas foram encontradas em niveis elevados em pacientes
com prognostico desfavoraveis da COVID-19, juntamente com a CCL2 (Chi et al., 2020;
Chua et al., 2020; Zhou et al., 2020).

Em estudos comparativos analisando o PBMC de pacientes com COVID-19, os
casos graves e criticos apresentaram niveis mais elevados em relacdo a forma leve da
doenca, sugerindo uma associacdo da CCL2 com a gravidade da doenca (Abers et al.,
2021; Chen, G. et al., 2020; Kwon et al., 2020). Ao estratificar pacientes com COVID-19
de acordo com o grau dos sintomas, foi revelado que as expressdes de CCL2 e CCL3
eram significativamente maiores em pacientes com desfechos e evolucdo clinica mais

desfavoraveis (Sierra et al., 2020).

A participagdo das quimiocinas na resposta a COVID-19 foi evidenciada pelo
aumento de transcricdo dos receptores CCL2 e CCL3 no PBMC de pacientes infectados,
configurando a ativacdo dessa via frente a presenca do SARS-CoV-2 (Yang et al., 2020).
A expressdo dos genes das quimiocinas/receptores foi correlacionada com a gravidade da
doenca ap6s a identificacdo de uma inducdo ainda mais significativa dos genes CCL2 e
CCL3 dos pacientes criticos (Chua et al., 2020).

3 OBJETIVOS
3.1 GERAL

Avaliar a expressao dos genes IFN e seus receptores (IFNAR1 e IFNAR2), IL-17,
HERV-K e HERV-W em amostras de células de mucosa nasal, e os niveis plasmaticos
de IL2, IL-17 e quimiocinas (CCL2 e CCL3) dos individuos diagnosticados com as
formas leve e grave da COVID-19.
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3.2 ESPECIFICOS

e Caracterizacdo do perfil socioepidemioldgico e clinico da populacéo de estudo;

o Identificar possiveis fatores associados a gravidade da doenga;

o Identificar genes expressos diferencialmente comparados com a forma leve da
COVID-19.

o Identificar diferentes niveis plasméaticos de citocinas e quimiocinas entre as
formas leve e grave da COVID-19.

e Verificar provavel associacdo entre a expressdo dos genes de interesse e a

gravidade da doenga.

4 METODOLOGIA
4.1 DESENHO DO ESTUDO

Foi realizado um estudo do tipo caso-controle coordenado pela Universidade
Estadual de Feira de Santana (UEFS) em parceria com a Universidade Federal da Bahia
(LABIMUNO-UFBA). A coleta de dados foi feita no Hospital EMEC, situado na cidade
de Feira de Santana-BA, e no Hospital Couto Maia, situado em Salvador - BA. O grupo
caso é composto por individuos que apresentaram a forma grave da COVID-19 e o grupo

controle compreende aqueles que apresentaram a forma leve da doenca.
42 TAMANHO DA AMOSTRA

O tamanho da amostra foi calculado com base nos valores de fold change do gene
INFA2 identificados no estudo de (Li et al., 2021). Assim, considerando a diferenca
minima a ser detectada de 3,3 unidades e estimativa de desvio padrdo de 3,5 unidades,
para um nivel de significancia de 95% e poder de 80% seriam necessarios, pelo menos,

19 individuos em cada grupo.
4.3 PARTICIPANTES DO ESTUDO

O projeto foi submetido para apreciacio do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Estadual de Feira de Santana. Todos os participantes e responsaveis
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE ).
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Adicionalmente, foi aplicado um questionario estruturado (APENDICE II) para a
coleta de dados relativos a condi¢fes socioecondmicas e demogréficas, condicdes de
salde e habitos de vida.

Participaram do estudo os voluntarios que se enquadraram nos critérios de

elegibilidade descritos a seguir:

4.3.1 Critérios de inclusao

a) ldade igual ou superior a 18 anos;
b) Diagnostico laboratorial de infeccdo ativa por SARS-CoV-2 durante avaliacdo

ambulatorial ou hospitalizacao.

4.3.2 Critérios de exclusdo

a) Assintomaticos;

b) Gestacdo;

c) Portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV);
d) Individuos em uso de imunossupressores;

e) Doenca autoimune em atividade;

f) Neoplasia maligna em tratamento.
4.4 DIAGNOSTICO DA COVID-19

A deteccdo da presenca do SARS-CoV-2, agente etioldgico da COVID-19, foi
realizada com a coleta de secrecao da nasofaringe seguida da detec¢do do RNA viral por
biologia molecular. As amostras foram coletadas entre 0 3° e 0 10° dia de sintomas, por
profissional de salde devidamente treinado e em uso de equipamento de protecdo
individual apropriado: avental, 6culos de protecéo, touca, luvas descartaveis e mascara
N95 (BRASIL, 2020). Um swab de Rayon estéril (ABSORVE®) era inserido na narina

até a parede posterior da nasofaringe e, em seguida, eram realizados leves movimentos
rotativos, objetivando a coleta da secrecdo nasal no local. O mesmo procedimento era
repetido na outra narina utilizando o mesmo swab. Posteriormente, a amostra era
armazenada em tubo Falcon contendo 3mL de salina sob refrigeragdo de 4 a 8°C até o

momento da analise.
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Foram diagnosticados com a forma grave da doenca aqueles individuos que
apresentaram infecgdo por SARS-CoV-2 cursando com saturacdo de oxigénio inferior a
94%, frequéncia respiratoria persistentemente acima de 24 incursdes por minuto ou
indicacdo de internacdo hospitalar. A forma leve da doenca foi considerada quando a
infeccdo por SARS-CoV-2 ndo apresentou os fatores de risco supracitados. A
classificacdo dos pacientes seguiu as caracteristicas clinicas apresentadas na tabela
fornecida por (Yuki et al, 2020).

45 COLETA DE SECRECAO DE NASOFARINGE

Uma nova coleta da secrecdo de nasofaringe dos participantes foi realizada entre
0 10° e 0 15° dia do inicio dos sintomas por profissional de saide devidamente treinado e
em uso de equipamento de prote¢éo individual apropriado, com o objetivo de analisar a

expressdo génica. Os swabs de Rayon (ABSORVE®) contendo as secrecdes dos

participantes foram acondicionados em microtubo estéril com 1mL de Trizol, e

armazenados a -70°C até 0 momento da extracdo dos acidos nucleicos.
46 EXTRACAO DE RNA E SINTESE DO cDNA

O RNA total das células da nasofaringe foi isolado seguindo o protocolo do
reagente TRIzol™ (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). Apos a
extracdo, as amostras de RNA foram avaliadas pelo espectrofotdbmetro Nanodrop Lite
(Thermo Fischer Scientific®), sendo selecionadas aquelas com razdo 260/280 de cerca de

2,0 e concentracdo de, pelo menos, 100 ng/mL.

A sintese do DNA complementar (cDNA) foi realizada por meio do kit QuantiTect
Reverse Transcription (QIAGEN, Valencia, California, USA) de acordo com as
orientacbes do fabricante. Inicialmente, foi realizada a remocdo adicional de DNA
gendmico da amostra de RNA, e posteriormente a solucéo principal de transcricao reversa
foi preparada e adicionada a amostra para obten¢do do 20uL de cDNA. O biobanco de

cDNA foi acondicionado a -70°C para posterior analise por gPCR.
4.7 REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE EM TEMPO REAL (gPCR)

Para a andlise da expressdo génica foi utilizado a técnica de reacdo em cadeia de
polimerase em tempo real (QPCR) utilizando o sistema SYBR Green para analise dos 06



35

genes envolvidos em respostas antivirais humanas proposto neste estudo. Além dos genes
de interesse, também foram incluidos 03 controles enddgenos que garantem sensibilidade,
especificidade e alta reprodutibilidade dos resultados. Os genes avaliados estdo descritos
na tabela 2. Também foi utilizado controle negativo para verificar possiveis

contaminacoes.

As reacdes foram realizadas em duplicata, sendo utilizado: 6uL de mix SYBR
Green, 3uL do pool de primers (forward + reverse) e 3uL da amostra de cDNA. Apos
padronizacdo, foi estabelecida a concentracdo de 10ng de cDNA para reacdo. As
concentracdes adequadas para os primers foram avaliadas por meio da curva de melting.
As amplificagdes foram realizadas no termociclador QuantStudio™ 5 Real-Time
(Applied Biosystems™) empregando o ciclo de 2 minutos a 50°C, seguido por 2 minutos
a 95°C e 40 ciclos nas seguintes condi¢des: 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C. Para

curva de melting foi empregado o ciclo de 1 minuto a 60°C e 15 segundos a 95°C.

Tabela 2 - Relacdo dos genes avaliados por gPCR

Gene Descrigédo Sequéncia

HERV-K (GAG) Retrovirus Enddgeno Humano da familia K

For: GCCTTCACATATTCTGTAATT
Rev: GCAAGGTTGCAAGATGCAGCTC

Retrovirus Endégeno Humano da familia For: GTATGTCTGATGGGGGTGGAG

HERV-W Rev: CTAGTCCTTTGTAGGGGCTAGAG
For: GCCTCGCCCTTTGCTTTACT
INFAL Interferon Alpha 1 Rev: CTGTGGGTCTCAGGGAGATCA
IL-17 Interleukin 17 For: CGGACTGTGATGGTCAACCTGA
Rev: GCACTTTGCCTCCCAGATCACA
INFARL Homo sapiens interferon alpha and beta For: AACAGGAGCGATGAGTCTGTC
receptor subunit 1 Rev: TGCGAAATGGTGTAAATGAGTCA
INFAR? Homo sapiens interferon alpha and beta For: GCGAGAGCTGCAAAGATGTAA
receptor subunit 2 Rev: TCCCATGATAAGATGGACCG
. For: ATCCTCGACCGATACTACACAC
PSMB2 Proteasome subunit beta type-2 Rev: GAACACTGAAGGTTGGCAGAT
. . For: ACCAGTCAACAGGGGACATAA
HPRT-1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 Rev: CTTCGTGGGGTCCTTTTCACS
RPL-19 Ribosomal protein, large, P19 O (e TG ERE T NSeIe

Rev: TTCTTGGTCTCTTCCTCCTTG

Os genes com valores de ciclo threshold (Ct) acima de 35 foram considerados ndo

expressos. A expressdo génica relativa realizada pelo método 2AA-Ct. Desta forma, 0s
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dados sdo representados pela diferenca na expressao génica (fold regulation) entre os

grupos, normalizada pela média geométrica dos genes de controle endogeno.
48 ELISA

Os niveis plasmaticos de IL-2, 1L17, CCL2 e CCL3 no plasma de pacientes com
formas grave e leve da COVID-19 foram determinados pelo kit ELISA (Invitrogen®,
EUA) com sensibilidade de 4 pg/mL. As analises foram realizadas de acordo com as
instrugdes do fabricante. A absorbancia foi medida pelo espectrofotdmetro Multiskan GO
(Thermo Scientific®, Germany).

4.9 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Para as variaveis geradas com os valores de expressdo génica, cada conjunto de
dados foi testado quanto a sua normalidade com o teste Kolmogorov-Smirnov. As
comparagOes entre os grupos foram feitas com o teste T de Student para amostras
independentes, caso a distribuicdo se apresentasse dentro da normalidade. Nos casos em
que este pressuposto ndo foi atendido, foi empregado o teste Mann-Whitney. As analises
estatisticas foram feitas no software SPSS v.21 software (SPSS Inc, Chicago, Illinois,

USA), sendo consideradas estatisticamente significantes as diferengas com p < 0,05.
4.10 CONSIDERAGOES ETICAS

O estudo foi conduzido com aprovacdo da Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa, ratificada pelos Comités de Etica em Pesquisa das instituicdes envolvidas.
Todos os participantes receberam um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) contendo explicacédo sobre a realizacdo do estudo, objetivos, riscos e beneficios
aos quais estariam expostos, de acordo com as Diretrizes e Normas Regulamentadoras do
Conselho Nacional de Saude (Resolugéo n° 466/12 e Norma Operacional 001/13). O
TCLE foi impresso em duas vias: a primeira estd em posse do participante da pesquisa e
a segunda foi arquivada pelo pesquisador responsavel, permanecendo assim por cinco

anos apos o término da pesquisa.
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5 RESULTADOS
5.1 Caracterizacdo da populacéo de estudo

Foram avaliados 71 individuos diagnosticados com COVID-19, agrupados de
acordo com os critérios estabelecidos por Yuki et al. (2020) em casos leves (n=46) e casos
graves (n=25). Foi observado que 0s grupos apresentaram diferencgas estatisticamente
significantes em relacdo ao sexo (p=0,046), presenca de diabetes (p=0,001), idade igual
ou superior a 65 anos (p=0,03), habito de fumar (p=0,002), etnia (p=0,017) e escolaridade
(p=0,001). As medidas epidemioldgicas de comparacao entre 0s grupos relacionadas a
essas covariaveis estdo dispostas na tabela 3.

Tabela 3 - Distribui¢do das caracteristicas socio-demogréficas, estilo de vida e condi¢do de salde
agrapadas de acordo com a gravidade da COVID-19.

Leve Grave
(n=46) (n=25)
Dados sociodemograficos
Sexo N N OR (IC) P
Masculino 18 16
o 2,765 (0,009 — 7,583) 0,045
Feminino 28 9
Etnia N N OR (IC) P
Amarelo/Branco 18 3
4,71 (0,230 -18,072) 0,017
Pardo/Preto 28 22
Idade N N OR (IC) P
18 - 64 43 16 7,167 (1,688 — 0.03
> 65 3 8 30,422) ’
Escolaridade N N OR (IC) P
Ensino s?perlor C(‘)mpleto 29 3 9,098 (2,310 — 0001
Eqsmo superior 17 16 35,832) ’
incompleto
Fumo N N OR (IC) P
Sim 44 16 9,925 (1,808 — 0.002
Nao 2 7 51,252) ’
Etilismo N N OR (IC) P
Sim 23 11
0,786 (0,295 —2,091) 0,635
Nao 23 14
Manifestacoes clinicas
Tosse seca N N OR (IC) P
Sim 23 6
3,167 (1,070 -9,368) 0,034
Nio 23 19

(Continua)
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Sim 4 2
0,913 (0,155 —5,370) 0,921
Nao 42 23
Sim 8 17 _
10,094 (3,245 0,000
Nio 38 8 31,392)
Sim 14 19 _
7,238 (2,380 0,000
Nio 32 6 22,010)
Sim 32 11
0,344 (0,125 — 0,943) 0,042
Nao 14 14
Sim 20 8
0,553 (0,193 — 1,582) 0,273
Nao 26 17
Sim 8 1
0,198 (0,023 — 1,683) 0,108
Nio 38 24
Sim 20 1
0,054 (0,007 — 0,435) 0,000
Nao 26 24
Sim 4 1
0,438 (0,46 —4,142) 0,810
Nao 42 24
Sim 5 0
0,342 (0,38 —3,100) 0,327
Nao 41 25
Sim 2 0 _
0,917 (0,079 0.945
Nao 44 25 10,638)
Sim 2 0
0,638 (0,534 - 0,762) 0,297
Nio 44 25
Sim 2 7 _
8,556 (1,620 0.004
Nio 44 18 45,195)
Sim 1 8 _
21,176 (2,461 0,000
Nao 45 17 182,24)

(Continua)
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Sim 0 21
0,08 (0,31 —0,205) 0,000
Nao 46 4
Sim 3 1
0,597 (0,59 — 6,063) 0,644
Nao 43 24
Sim 0 2
0,333 (0,239 -0,465) 0,053
Nao 46 23

i 0

0,643 (0,540 - 0,766) 0,323
Nao 45 25

‘

1,847 (0,580 — 5,887) 0,302

Nio 38 18
Sim 1 10 30,000 (3,540 — 0.001
Nio 45 15 254,237) )
Sim 1 2 _
4,091 (0,352 0233
Nio 45 22 47,597)
Sim 1 7 _
18,529 (2,119 0,001

Nio 45 17 162,012)
Sim 0 0
Nao 46 24
Sim 5 3

1,171 (0,255 -5,382) 0,845
Nio 45 21
Sim 24 2

0,083 (0,18 —0,396) 0,000
Nio 22 22
Sim 8 4

0,950 (0,255 - 3,545) 0,940
Nao 38 40
Sim 3 0

0,642 (0,537 —0,768) 0,083
Nao 43 24

(Continua)
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Cancer N N OR (IC) P
Sim 0 4
0,303 (0,210 -0,437) 0,043
Nio 46 20
Doenca neurologica N N OR (IC) P
Sim 0 2
0,324 (0,229 — 0,456) 0,048
Nao 46 22
Doenca hematologica N N OR (I0) P
Sim 0 1
0,333 (0,239 - 0,465) 0,168
Nio 46 23

(Conclusao)

5.2 Expressdo de IFN-al, IFNAL, IFNA2 e IL-17 nas células da mucosa nasal de
individuos com COVID-19

A comparacgao entre 0s grupos mostrou que nao houve diferenca estatisticamente
significante na expressdo génica de INFA-1 (p=0,288), IL-17 (p=0,376) e INFAR-1
(p=0,201), conforme demonstrado na figura 9 (A-C). Como observado na figura 1D, a
expressdo do gene INFAR2 foi mais elevada nos individuos com o a forma leve da
COVID-19 (p<0,001).

Figura 9 - Comparag&o da expressdo de INFA-1, INFAR-1, INFAR-2 e IL-17 entre os pacientes leves e

graves.
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5.3 Expressdo de HERV-K e HERV-W nas células da mucosa nasal de
individuos com COVID-19

A analise da expressao génica dos virus endogenos HERV-K (p=0,474) e HERV-
W (p=0,348) nas células epiteliais dos participantes também n&o encontrou diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos com as formas leve e grave de COVID-19
(Figura 10 A-B).

Figura 10 - Comparagéo da expressdo de HERV-K e HERV-W entre os pacientes leves e graves.
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5.4 Niveis plasmaticos de citocinas

Para a determinacdo da concentracdo plasmatica de citocinas, um ndmero maior
de participantes pode ser utilizado: foram avaliados 58 individuos com a forma leve da

COVID-19 e 81 individuos com a forma grave.

Como pode ser observado na figura 11A, o grupo com a forma grave da COVID-
19 apresentou maior concentragcdo de CCL3 - com mediana de 9,80 pg/mL (1Q: 7,65
pg/mL-9,82 pg/mL) - quando comparado ao grupo com a forma leve - com mediana de
7,64 pg/mL (1Q: 7,62 pg/mL -7,65 pg/mL). No entanto, com relacdo a IL-2, os dados
foram opostos (figura 11C): o grupo com a forma grave apresentou uma concentragdo
menor em comparagao com o grupo com a forma leve (mediana 3,47 pg/mL; 1Q: 3,47-
4,21pg/mL vs mediana 4,21 pg/mL; 1Q:4,20-4,21 pg/mL). N&o houve diferenca
estatisticamente significante entre os dois grupos na concentracdo de CCL2 e IL17
(Figura11 B e D).
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Figura 11 - Comparacéo das concentracdes de CCL3, CCL2, IL-2 e IL-17 entre o0s pacientes leves e

graves.
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6 DISCUSSAO

Um dos principais achados do presente estudo revelou que as células epiteliais da
mucosa nasal das pessoas com a forma leve da COVID-19 tém expressdao génica
aumentada do gene INFAR2, em comparagdo com a forma grave da doenga. Esses dados
corroboram com outros estudos que associaram o gene a reducgéo do risco da forma grave
da doenca (Gaziano et al., 2021; Hernandez Cordero et al., 2021; Pairo-Castineira et al.,
2021; Zhang et al., 2023). Esse gene codifica uma das proteinas que forma um receptor
de IFN do tipo | (alfa e beta), cuja mutacdo pode estar ligada a estados de
imunodeficiéncia (Genecards, 2023). O funcionamento inadequado da via de indugédo do
IFN e seus receptores foi associado ao aumento progressivo da carga viral,
hipercitocinemia e desfechos desfavoraveis da COVID-19 (Pairo-Castineira et al., 2021).
Além disso, o quadro grave da infecgdo por SARS-CoV-2 é marcado pela inducéo de

uma tempestade de citocinas e linfopenia, acompanhada da supresséo da producao de IFN
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pelas células T CD4+ (Fadlallah et al., 2021). Assim, os achados fortalecem o conceito
da desregulacdo do IFN como ponto central da fisiopatologia da COVID-19, visto que o
funcionamento regular desta via foi associado a chances reduzidas do quadro grave da

doenca.

Outro resultado relevante deste estudo foi 0 aumento da concentragcdo plasmatica
de CCL3 no grupo com a forma grave da COVID-19, consistindo com achados crescentes
que apontam que esta quimiocina estaria associada & manutencdo da inflamagédo
sustentada e infiltracdo pulmonar observadas nas formas graves da COVID-19, sendo 0s
macrofagos ativados encontrados no fluido de lavagem broncoalveolar destes pacientes a
principal fonte deste mediador inflamatério (Alosaimi et al., 2021; Olivarria e Lane, 2022;
Xiong et al., 2020).

Outra citocina bem documentada nas formas graves da COVID-19 é a IL-2 (Chen,
G. et al., 2020; Huang et al., 2020; Tovo et al., 2021; Wan et al., 2020). No entanto, no
presente estudo as maiores concentragdes plasmaticas de IL-2 foram observadas no grupo
leve, e ndo no grupo grave. Esta citocina atua na proliferacdo de células T e ativacdo das
células T, B e NK; assim envolvida na imunidade adaptativa (Rosenberg, 2014).
Considerando que a auséncia da IL-2 é associada a um mau controle das células efetoras
(Abbas et al., 2018), € possivel que a expressdo adequada desta citocina contribua de
alguma forma para equilibrio necessario para resolucdo da infeccdo por SARS-CoV-2.

A infeccdo pelo SARS-CoV-2 parece ser capaz de induzir o aumento na expressao
dos HERVs (Giménez-Orenga et al., 2022; Grandi et al., 2023; Guo et al., 2022;
Temerozo et al., 2021), o que foi observado em ambos os grupos de comparacdo do
presente estudo, porém sem distingdo de expressdo entre as formas leve e grave. Assim,
embora exista relato de que a presenca dos transcritos de HERVSs seja suficiente para
diferenciar individuos saudaveis de infectados (Guo et al., 2022), as evidéncias ndo

sustentam uma possivel ligacdo entre estes marcadores e a gravidade da doenca.

Além dos marcadores estudados, foram avaliadas varidveis socioecondmicas,
demograficas, de condi¢des de salde e estilo de vida, para uma melhor compreenséo do
perfil dos participantes dos dois grupos. No presente estudo, em ambos os casos — leves
e graves — 0s sintomas foram tipicos, porém, inespecificos. Apesar dos pacientes

apresentarem sintomas em comum (tosse, febre e mialgia/fadiga), as alteracdes
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respiratorias eram mais evidentes nos pacientes graves (dispneia e/ou saturacdo de Oz <
92%), como observado desde o periodo mais primordial da pandemia (Guan et al., 2020;
Yuki et al., 2020).

Consistente com outros estudos observacionais, a forma grave da COVID-19 foi
majoritariamente apresentada por individuos do sexo masculino (Alkhouli et al., 2020;
AL-Rousan e AL-Najjar, 2020; Chen, G. et al., 2020; Guan et al., 2020; Petrilli et al.,
2020; Wang et al., 2020). Essa diferenca parece ser explicada por uma combinagéo de
fatores biologicos especificos e propensdo dos homens em se envolver com
comportamentos de salde precarios, como tabagismo, consumo excessivo de alcool e
negligéncia com o préprio estado de satde (Haitao et al., 2020). Sob o ponto de vista
bioldgico, a regulacdo diferencial do ACE2 por hormdnios sexuais parece ser relevante.
O estrogénio pode reduzir a expressdo do ACE2, refletindo em uma maior disponibilidade
destes receptores nos homens em comparacdo com as mulheres (Bukowska et al., 2017;
Wei et al., 2020). Adicionalmente, os esteroides sexuais sdo potentes reguladores da
resposta imune (Gaskins et al., 2012). Estudos clinicos evidenciam que o estrogénio
influencia significativamente a resolucdo do processo inflamatério, em tempo que a
testosterona foi associada ao aumento do risco de dano pulmonar e regulacédo positiva de
marcadores inflamatérios, principalmente em homens idosos (Al-Lami et al., 2020;
Medina; Strasser; Kincade, 2020).

A gravidade da infeccdo aumenta significativamente em individuos mais velhos e
nos que apresentam comorbidade. Essas condi¢cdes aumentam as chances de internamento
hospitalar e necessidade de suplementacdo com oxigénio (Clark et al., 2020). No presente
estudo, o grupo com COVID-19 grave apresentou mais individuos com idade superior a
50 anos, corroborando com o padrdo relatado em outros estudos observacionais (Chen,
G. et al., 2020; Clark et al., 2020; O’Driscoll et al., 2021; Verity et al., 2020; Wu e Yang,
2020; Zhou et al., 2020; Zhu et al., 2020). A imunosenescéncia ¢ marcada pela reducéo
da quantidade e diversidade de receptores das células T, diminuicdo da plasticidade
celular dos linfécitos T virgens e anticorpos menos funcionais, apesar das células B se
manterem consistentes com a idade (Frasca et al., 2016; Gustafson et al., 2020). Essas
alterac6es podem resultar em deficiéncia no controle da replicacdo viral e respostas pro-
inflamatdrias mais prolongadas (Opal; Girard; Ely, 2005). Podem, ainda, afetar a resposta
desses individuos a protocolos profilaticos, afetando a eficacia das vacinagdes (Soiza;
Scicluna; Thomson, 2021).
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Dentre as comorbidades, o diabetes mellitus se mostrou positivamente associado
com a maior gravidade da COVID-19, concordando com a literatura sobre o tema (Bode
et al., 2020; Lazarus et al., 2021; Wang et al., 2020; Zhou et al., 2020). A hiperglicemia
e resisténcia insulinica presentes nos casos de diabetes descontrolados sdo associados a
disfuncéo endotelial cronica, que contribuindo para patogénese da sindrome respiratoria
aguda (Kazakou et al., 2022), e estado inflamatdrio cronico de baixo grau inerente ao
diabético, pode favorecer a tempestade de citocinas caracteristica dos casos grave (Kumar
et al., 2020).

O habito de fumar foi relatado tanto pelo grupo leve quanto pelo grave da
populacdo de estudo, sendo supreendentemente mais frequente nos individuos com o
quadro leve da infec¢do. O risco menor de infeccdo por SARS-CoV-2 em fumantes ja foi
relatado previamente (Semenzato et al., 2022; Simons et al., 2021), porém outros estudos
apontam a relacdo positiva entre fumo e gravidade da doenca e mortalidade, em fumantes
e ex-fumantes (Gallus; Lugo; Gorini, 2020; He et al., 2022). Pode-se perceber que as
evidéncias cientificas disponiveis ainda ndo permitem tracar uma relagdo direta entre
fumo e gravidade da COVID-19, contudo, €é indiscutivel as consequéncias desfavoraveis
do tabagismo e o envolvimento do fumo em comorbidades associadas a piora clinica de

doencas respiratorias (Shastri et al., 2021).

As variaveis etnia e escolaridade também se mostraram positivamente associadas,
com uma maior chance de desenvolvimento da COVID-19 grave nas pessoas que tinham
até o ensino superior incompleto e naquelas que se auto referiram como pardas ou negras.
No Brasil, a proporcao de pessoas em situacdo social mais vulneravel é mais significativa
entre pretos e pardos, grupos estes que também tiveram maior taxa de mortalidade por
COVID-19 (Teixeira et al., 2022). Essa populacdo geralmente tem menor grau de
escolaridade, o que reflete em dificuldades de compreensdo das informacdes sobre
prevencdo da COVID-19, somado a outros fatores de risco que podem resultar em piores
desfecho da doenca (Teixeira et al., 2022). Os dados epidemioldgicos sugerem que esses
grupos podem ser mais suscetiveis aos desfechos mais grave da COVID-19 devido a uma
relacdo complexa entre outros fatores sociais, como acesso limitado a cuidados médicos,

maltiplas comorbidades e inseguranca alimentar (Borret et al., 2020; Garg et al., 2019).

Vale destacar algumas limitagdes desta investigacao, como o tamanho da amostra,

que dificultou a realizagdo de uma andlise estatistica multipla, que pudesse verificar o
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efeito das covaridveis socioecondmicas, demograficas, de habitos e condi¢do de saude
citadas na comparacdo entre a expressao génica e a producdo das citocinas nos dois
grupos. No entanto os dados demonstrados contribuem para o entendimento da
patogénese da COVID-19, especialmente para as possiveis divergéncias na resposta do

individuo infectado pelo SARS-CoV-2 que alterem a gravidade da doenca.

7 CONCLUSOES

e A expressdo do gene INFAR-2 aumentada, bem como a maior produgéo de IL-2
contribuem para um desfecho favoravel da COVID-19, enquanto a producéo
aumentada da quimiocina CCL3 esta associada 8 COVID-19 grave.

e A infeccdo pelo SARS-CoV-2 aumenta a expressdao de retrovirus endogenos,
porém esta ocorréncia ndo se relaciona com a gravidade da COVID-19.

e A forma grave da COVID-19 é mais frequente em individuos com idade a partir
de 65 anos, etnia parda ou negra e com diagnostico de diabetes mellitus.
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APENDICE 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA
Autorizada pelo Decreto Federal No 77.498 de 27/04/76
Reconhecida pela Portaria Ministerial No 874/86 de 19/12/86

PROJETO: Estudo da assinatura molecular para a determinagio de gravidade da doanga do coronavirus 2019
(COVID-189)

PESQUISADORA RESPONSAVEL: Soraya Castro Trindade

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Para ser lido para/por todos os participantes do estudo

As informagies a seguir descrevem o estudo e os seus direitos como participante. Além do que for agui
esclarecido, o enfrevistador podera responder gualguer questio que vocé tenha referente ao estudo. Por favor,
leia ou ouga com atengio @, sempra gue achar nacessario, interrompa para perguntar.

Vooé esta sendo convidado (a) a participar da pesquisa “Estudo da assinatura molecular para a determinacao
de gravidade da doenga do coronavirus 2019 (COVID-19)". Antes de decidir participar, dediqua um tempo para
ler cuidadosamente as informagdes seguintes e, se praferir, paca para alguém de sua confianca ler para voca.
Se vocé desejar, pense melhor em casa, conversa com seus familiares, amigos ou com seu médico. Pergunta-
nos s houver qualquer coisa qua ndo asteja clara ou se precisar de mais informagdes.

A COVID-19 @ uma doenga viral (virose) gue se caracteriza por uma inflamagao de todo o seu corpo & de seus
pulmies. O estudo das células e moléculas envolvidas no processo inflamatorio & importante para
compraendar melhor a atividade dessa doenga e seus fatores de risco, inclusive os fatores genéticos. Os
resultados desta pesguisa nos ajudarao a ter uma melhor compreensao da COVID-19 e poderdo possibilitar
um crescimento cientifico relacionado a esse tema, inclusive influenciando na forma de prevenir e tratar a
doenca aqui estudada.

O objetivo deste estudo & identificar componentes do sistema imune humano gue atuam em Casos mais graves
da doenca. Para tanto, serdo realizades, no momento do seu atendimento meédico, em local reservado,
respeitando sua privacidade:

a) preenchimento de questionario com perguntas sobre sua sadde;

b) exame clinico para diagndstico da doenga, realizado por um (a) médico (a) participante da pesguisa
(pesguisador);

) coleta de uma amostra de sangue do sau brago (exame de sangue comum), realizada por um (a) profissional
capacitado (a) e treinado (a) para a coleta;

d) coleta da secrecdo do seu nariz e da sua boca de forma delicada, sem dor.

Seus dados s30 confidenciais. O questionario de sadde, a ficha do exame clinico e este documento serao
guardados em sigilo na universidade sob a responsabilidade da pesquisadora responsdavel por 05 anos apds
o término da pesquisa e serdo descartados apos esse pericdo. Sua identidade nunca seri revelada.

As secreqdes do seu nariz e da sua boca serdo utilizadas para verificar a presenca do virus em seu organismao.
O sangua coletado serd utiizado para se obter o soro que serd testado na pesquisa para obsarvar os niveis
de anficorpos & componentas inflamatorios do seu organismo. Solicitamos agui a sua autorizacdo para coleta
e utiizagao do seu sangue para esta pesquisa. Todo o material coletado (amostras) serd descartado apos o
térming da pesquisa (ndo serd amazenado).

Rubrica do pesguisador

Rubrica do participante da pasquisa
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Durante a coleta de sangue do seu brago, vocé podera sentir dor. A intensidade da dor varia entre cada
individuo, porém & uma dor suportavel. Quanto mais tranquilo (a) vocé estiver, menos doloroso sera o
procedimento.

Apds a coleta, pode-se formar um hematoma (ficar um pouco roxo) ou ficar dolorido, mas o (a)
pasquisador (a) que realizara a coleta dispde de meios para contornar essaes efeitos indesajavais.

Vocé pode possuir uma alteragdo na coagulagao da gual ndo tenha conhecimento, podendo apresentar
sangramento além do esperado apds a coleta do sangue. O (a) pesquisador (a) realizarda os
procedimentos para conter o sangramento @ vocé sera levado ao atendimento médico necessario sem
nenhum custo para vocé, recebendo o suporte do (a) pesquisador (a) responsavel. Lembre-se que o
(a) profissional estd capacitado (a) para o procedimento @ para evitar tais complicagbes e para
contornéd-las caso ocorram. Faga perguntas sobre essas complicagdes para o (a) profissional a fim de
se tranguilizar.

Participando desta pesquisa, vocé ndo recebera nenhum tipo de beneficio material, como dinheire, mas
estara contribuindo para a elaborag@o de um trabalho cientifico que podera proporcionar beneficios
futuros a sociedadge. Os profissionais de salde envolvidos na pesquisa realizarao o seu tratamento.
Como vocé & um paciente do servico de salde, sua participagao ocorrerd no horario do atendimento
médico, entdo vocé nao terd custo adicional com sua participagan.

Os resultados dessa pesquisa podem ajudar no desenvalvimento, palos servigos de salde, de agdes
voliadas para prevengao e tratamento da COVID-19; as guais trardo beneficios futuros para vocé, sua
familia e sua comunidade.

Vale ressaltar gue, a qualguer momento, vocé podera fazer perguntas sobre esta pesquisa com a
garantia de que serdo respondidas. Tem a liberdade de abandonar a pesquisa sem prajuizo para si,
podendo enfrar em contato com 08 pesquisadores desta pesquisa para pedir gue o0s seus dados sejam
retirados da mesma, sem qualquer prejuizo para o seu atendimento médico.

Os dados obtidos neste estudo sero apresentados em congressos e encontres da comunidade
cientifica @ serdo publicados em revistas especializadas. No entanto, a sua identidade nunca sera
revelada.

Caso ocorram danos a sua salde causados diretamente pela pesqguisa, a masma sera intarrompida e
05 pesquisadores fard@o os encaminhamentos necessarios. Nenhum custo sera cobrado a vocé, pois
sard coberto pelo orgcamento da pesguisa. Vocé tem o direito a buscar indenizagio. Vale ressaltar que
o risco de danos causados pela sua paricipagdo na pesguisa @ baixo, pois serdo realizados
procedimentos médicos que ja seriam realizados na sua avaliagdo clinica e laboratorial.

Para o esclarecimenio de dividas sobre o projeto, vocé pode entrar em contato com a pesquisadora
Soraya Castro Trindade no telefone (71) 89983-3870 ou ligue (73) 3161-8112 (NUFPIIM- UEFS).

Estando de acordo, assinam:

Assinatura do participante da pesquisa

Assinatura do pesquisador

Local @ Data:

Pesquisadora responsavel: Soraya Castro Trindade.
MNUPPIM - UEFS. Campus Universitario, Feira de Santana - Bahia.
BR-116, guildmetro 3, avenida Universitaria, sem nimero.

2de 3



60

ATENCAO:
¥ A sua participacio em gualquer tipo de pesquisa é voluntaria.

¥ Vocé tem o direito a ressarcimento do custo do deslocamento em dinheiro, caso seja
convidado a participar de um procedimento fora do horario do seu atendimento medico.

¥ Qualquer divida adicional sobre os aspectos élicos dessa pesquisa, vocé poderd entrar
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CER/UEFS), através do fone: (75) 3161-
8124 ou email: cep@uefs.br.

¥ Em caso de denldncia pelo ndo cumprimento do que foi acordado ligue (75) 3161-8124 ou
envie um email para cep@uelis.br.

¥ Esle documento foi elaborado em duas vias, sendo uma entregue a vocé e outra mantida
em sigilo pelo pesquisador responsavel. Todas as paginas deverdo ser rubricadas pelo
pesquisador responsavel / pessoa por ele delegada e por vocé.

12 via do participante da pesquisa
27 yia da pesguisadora responsavel

Rubrica do pesquisador

Rubrica do participante da pesquisa

Pesguisadora responsavel: Soraya Castro Trindade.
MUPPIIM - UEFS. Campus Universitario, Feira de Santana - Bahia.
BR-116, guildmetro 3, avenida Universitaria, sem ndmero.
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APENDICE Il - Questionario estruturado

FICHA CLINICA

N Aplicado por: Data da coleta:

IDENTIFICACAO

MNome:

MNome da mae:

Endereco:
Bairro: Cidade:

CEP: Estado:

Telefone: Profissao:
Maturahdade:

Data de Nascimento: __ /

VARIAVEIS SOCIOECONOMICAS E SOCIODEMOGRAFICAS

1 Idade: 2 Sexo: (0) Masculino (1) Feminino
3 Raga/Cor (autorreferida): (0) Amarelo (1) Branco (2) Preto (3) Pardo

4 Escolaridade: (0) Pos-graduacdo (1) Ens. supenor completo (2) Ens. superior incompleto
(3) 2 grau completo (4) 27 grau incompleto (5) Ens. fundamental completo (6) Ens. fundamental
incompleto (7) Analfabeto

5 Anos de estudos:

6 Ocupagio atual: (0) Desempregado (1) Empregado (2) Aposentado (3) Autdénomo (4) Nio
trabalha (5) Outro. Qual?

7 Se empregado(a), gqual a ocupacio atual:

8 Possui renda prapria? (0) Sim (1) Nao.
9 Renda familiar em salarios minimos: (00 1 (2)<1 3y 1a2 (4)3 oumas

10 Nimero de moradores em sua residéncia:

11 Estado civil: (0) Soltewro (1) Casado (2) Vidvo (3) Divorciado (4) Unido estavel
| VARIAVEIS DE ESTILO DE VIDA |

12 £ fumante? (0 Nao (1) Sim. {2) Ex-fumante.

13 Em caso positivo, hi gquanto tempo? . E qual a quantidade de
cigarros/dia?

14 Se ex-fumante, por guanto tempo fumouw? E hi gquanto tempo parou de
fumar?

15 Consumo de bebida alcoolica: (0) Nao (1) Sim (2) Ja consurm
Tipo de bebida: - Tempo de consumo (em anos);

16 Pratica de atividade fisica: (0) Ndo (1) Sim 17 Em caso positivo, qual tipo de atividade?

. E gual frequéncia/semana?
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VARIAVEIS DE CONDICAO DE SAUDE |
21 Temp.: (0) < 37,5°C (1) =37,5°C < 39°C

18 Tosse seca: () Mao (1) Sim (2)=39°C
19 Tosse produtiva: (0) Nio (1) 5im 22 Febre: (0) Nao (1) Sim
20 Dispneia: (0) Nao (1) Sim 23 Mialgia ou fadiga: (0) Nao (1) Sim

24 Hipertensio arterial? (0) Nio (1) 5im. Medicagao:
25 Diabetes? (0) MNio (1) Sim. Tipo: . Medicagio:
26 Doenca renal? (0) Nio (1) Sim. Qual? . Medicacio:

27 Doenega cardiovaseular? (0) Nio (1) Sim Medicagio:
28 Doenca hepaitica? (0) Nio (1) Sim Medicacio:

29 Sindrome do ovario policistico? (0) Nio (1) Sim

30 Doenca Pulmonar (asma/tuberculose/bronguite/pneumonia‘enfisema/DPOC)? (0) Nao (1)
Sim Qual? . Medicacio:
31 Alergia? (0) Nio (1) Sim. Qual?
32 Obesidade? (0) Ndo (1) Sim

33 Doenca autoimune? () Nio (1) Sim Qual?

34 Neoplasia maligna (eincer)? () Nao (1) Sim Qual?

35 Doenca neuroligica (Alzheimer, Parkinson, Epilepsia, Deméncia, ete.)? (0) Nao (1) Sim
Qual?
36 Doenca hematologica? (0) Nao (1) Sim Qual?

37 Possm alguma outra doenga ndo citada  antenormente? (0) Nao (1) Sim  Qual?

37 Usa algum outro tipo de medicamento nio citado anteriormente? (0) Nio (1) Sim Qualis)?

OBSERVACOES

Meétodo diagnostico:
Inicio dos sintomas:

Outros sintomas:
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