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EPIGRAFE

...Nenhum se sustera diante de ti, todos os dias da
tua vida: como fui com Moisés, assim serei contigo:
nao te deixarei nem te desampararei.
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povo herdar a terra que jurei a seus pais lhe daria
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Daniel 3:28



RESUMO

A COVID-19 tem sido amplamente estudada, visando a melhor compreenséo dos
mecanismos envolvidos na resposta imunoldgica apds infeccdo, dessa forma, apresentamos o
Receptor Desencadeante Expresso em Células Mieloides 1 (TREM-1), que € regulado
positivamente na inflamacéo e integra uma extensa familia de receptores de imunoglobulinas
(Ig) descoberto nos anos 2000. A ativagdo de TREM-1 potencializa a inflamacdo, e algumas
variantes genéticas no gene TREM1 tém sido associadas com o pior prognostico em algumas
doencas. Assim, avaliamos a frequéncia variantes no gene do receptor TREM-1 e as
concentraces dos mediadores soltveis nos individuos com COVID-19 e nos individuos
convalescentes da infeccdo. Metodologia: As variantes rs2234237 e rs2234246 foram
genotipados por gPCR em 138 participantes. A dosagem de CXCL8, CCL3, CCL2, IL-1B, IL-
6, TNF-a ¢ IFN-y, foi realizada por Luminex. A dosagem de STREM-1, MMP-8 e MMP-2 foi
realizada por ELISA. Resultados: O alelo T da variante rs2234237 pincipalmente em
homozigotos, e genétipo C/T da variante rs22342346, contribuem para 0 aumento de
mediadores imunoldgicos na populacdo de estudo. Pacientes com COVID-19, sobretudo com a
forma grave, com comorbidades e que vieram a ¢bito apresentaram concentracdes elevadas no
soro/plasma de CXCL8, CCL3, CCL2, IL-1B, IL-6, TNF-a e IFN-y. Convalescentes da
COVID-19 apresentaram declinio nas concentracdes desses mediadores 30 dias ap6s a cura
clinica da infecgdo por SARS-CoV-2. Conclusdo: O alelo T da variante rs2234237 foi 0 mais
frequente na populacéo de estudo, principalmente em homozigose. O gendtipo C/T da variante
rs2234246 foi o mais frequente no grupo controle e no grupo de pacientes com COVID-19, no
entanto, o alelo C foi mais frequente no grupo com COVID-19 e o alelo T foi o mais frequente
no grupo controle. Pacientes com COVID-19 apresentaram altas concentragdes de mediadores
imunoldgicos, principalmente aqueles com a forma grave, que apresentaram comorbidades e
gue vieram a Obito. Nos convalescentes, as concentra¢es de mediadores imunolégicos foram
significativamente diminuidas em todos os tempos de acompanhamento, sobretudo os niveis de
CXCLS8, CCL3, IL-1pB, TNF-a. Este é o primeiro estudo a investigar a relacdo entre TREM-1 e
COVID-19 na Amazodnia Brasileira. Os resultados deste estudo poderdo contribuir para a
identificacdo e determinacdo da participacdo efetiva do receptor TREM-1 na dindmica da
resposta imunologica a infec¢do por SARS-CoV-2.
Palavras-chave: COVID-19; variantes; TREM-1; plasma convalescente; SARS-COV-2;

inflamacéo.
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ABSTRACT

COVID-19 has been widely studied, aiming to better understand the mechanisms
involved in the immune response after infection. Therefore, we present the Triggering Receptor
Expressed in Myeloid Cells 1 (TREM-1), which is positively regulated in inflammation and
integrates an extensive family of immunoglobulin (1g) receptors discovered in the 2000s.
Activation of TREM-1 potentiates inflammation, and some genetic variants in the TREM1 gene
have been associated with a worse prognosis in some diseases. Therefore, we evaluated the
frequency of variants in the TREM-1 receptor gene and the concentrations of soluble mediators
in individuals with COVID-19 and in individuals convalescent from the infection.
Methodology: Variants rs2234237 and rs2234246 were genotyped by gPCR in 138
participants. The measurement of CXCL8, CCL3, CCL2, IL-1B, IL-6, TNF-o and IFN-y was
performed by Luminex. The measurement of STREM-1, MMP-8 and MMP-2 was performed
by ELISA. Results: The T allele of the rs2234237 variant, mainly in homozygotes, and the C/T
genotype of the rs22342346 variant, contribute to the increase in immunological mediators in
the study population. Patients with COVID-19, especially the severe form, with comorbidities
and who died, presented high serum/plasma concentrations of CXCL8, CCL3, CCL2, IL-1p,
IL-6, TNF-a and IFN-y. Convalescents from COVID-19 showed a decline in the concentrations
of these mediators 30 days after clinical cure of SARS-CoV-2 infection. Conclusion: The T
allele of the rs2234237 variant was the most frequent in the study population, especially in
homozygosity. The C/T genotype of the rs2234246 variant was the most frequent in the control
group and in the group of patients with COVID-19, however, the C allele was more frequent in
the group with COVID-19 and the T allele was the most frequent in the group control. Patients
with COVID-19 presented high concentrations of immunological mediators, especially those
with the severe form, who had comorbidities and who died. In convalescents, the concentrations
of immunological mediators were significantly reduced at all follow-up times, especially the
levels of CXCL8, CCL3, IL-1B, TNF-a. This is the first study to investigate the relationship
between TREM-1 and COVID-19 in the Brazilian Amazon. The results of this study may
contribute to the identification and determination of the effective participation of the TREM-1
receptor in the dynamics of the immunological response to SARS-CoV-2 infection.
Keywords: COVID-19; variants; TREM-1; convalescent plasma; SARS-COV-2;

inflammation.
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1 INTRODUCAO

A COVID-19 é uma infeccéo que afeta inicialmente o trato respiratorio, causada pela
infeccdo pelo virus SARS-CoV-2, capaz de causar um amplo espectro de manifestagdes clinicas
em pacientes acometidos da doenca. Complicacbes como pneumonia, sindrome da angustia
respiratoria aguda (SDRA), lesdes no figado, coracdo e rins, bem como o surgimento de
infeccOes secundérias que ocasionalmente podem levar a faléncia maltipla de érgéos, tém sido
frequentemente associadas a um prognostico desfavoravel da doenga. *

Ao longo da pandemia, a identificacdo de terapias capazes de mitigar o efeito da doenca
e melhorar o manejo clinico de pacientes com COVID-19, tem sido desafiadora. Contudo, 0
uso de plasma convalescente, terapias experimentais, o uso de fitoterapicos e diversas outras
abordagens terapéuticas, foram usadas com o intuito de atuarem nos distintos estagios da
infeccdo e fortalecer a resposta imunoldgica. 23

Dessa forma, uma resposta imune antiviral efetiva do hospedeiro, deve envolver
mecanismos da imunidade inata e adaptativa, incluindo a sintese de diversas quimiocinas e
citocinas pro-inflamatdrias, e recrutamento de macréfagos e granulécitos pré-inflamatérios. A
ativacdo de células T CD4" T CD8" e células B, sdo essenciais para controlar a replicacdo viral,
limitando a disseminacdo do virus, eliminacdo das células infectadas e regulacdo de danos
teciduais.*®

Em virtude disso, a relacdo entre a resposta imunolégica e a infeccdo pelo SARS-CoV-
2 tem sido amplamente estudada, objetivando a compreensdo dos mecanismos imunoldgicos na
COVID-19, tal como algumas caracteristicas relacionadas a imunidade, que tém sido apontadas
como potenciais alvos terapéuticos ou biomarcadores, que possam contribuir para um bom
desfecho clinico da doenga, ou auxiliar no manejo dos pacientes. °

Desse modo, os receptores de reconhecimento padrdo (PRRs), como os receptores Toll
(TLRs) e os NOD (NLRs), estdo presentes na membrana de diferentes tipos celulares, e
reconhecem uma ampla variedade de padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPS) e
padrdes moleculares associados a danos (DAMPs). Estes sdo capazes de desencadear
sinalizagdes que resultam em ativacao de fatores de transcrigcdo, que regulam de forma positiva
a expressdo de diversos genes da resposta imune, amplificando o processo inflamatério
podendo levar a danos locais ou sistémicos.*®

Dentre os receptores, que medeiam ou regulam a resposta imune, destacamos o receptor
desencadeante expresso em células mieloides 1 (TREM-1), que é regulado positivamente na

inflamacdo e integra uma extensa familia de receptores de imunoglobulinas (lg) descoberto nos



20

anos 2000. Sabe-se que a ativagdo do TREM-1 desencadeia e potencializa a inflamacéo, sendo
que alguns polimorfismos nesse receptor tém sido estudados e associados com o pior
prognostico de algumas doencas. No entanto, o papel desse receptor na resposta imunologica
da COVID-19 e seu papel na modulacdo da resposta imune nessa doenca, assim como sua
associacdo com polimorfismos nos genes desse receptor na populagédo do Amazonas, ainda néo
estdo bem estabelecidos. Dessa forma, propomos estudar os polimorfismos dos genes TREM1

e sua associagcdo com resposta imune em pacientes convalescentes e agudos da COVID-19.78
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 COVID-19: aspectos gerais

Em dezembro de 2019, uma infeccdo respiratoria de etiologia desconhecida, surgiu na
cidade de Wuhan, provincia de Hubei, na Republica Popular da China. O microrganismo
causador dos quadros de pneumonia atipica foi identificado por sequenciamento molecular em
10 de janeiro de 2020, e foi constatado que se tratava de um coronavirus nunca visto
anteriormente %!

Inicialmente o agente etioldgico causador da doenca foi denominado 2019-nCov, e
posteriormente nomeado como Virus da Sindrome Respiratéria Aguda Grave - Coronavirus-2
(SARS-CoV-2), pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus [International Committee
on Taxonomy of Viruses (ICTV)] e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS). A doenca se
espalhou de forma muito rapida, de modo que, em poucos dias varios casos foram identificados
ao longo das 34 provincias de Hubei, na China.®!

Em virtude disso, a OMS declarou um surto de infec¢des causadas pelo SARS-CoV-2 em
30 de janeiro de 2020, e posteriormente foi declarada a COVID-19 (Coronavirus Disease 2019)
como o nome da doenca. A disseminacdo da COVID-19 se deu de tal maneira que, em 11 de
marc¢o de 2020 a OMS declarou o surto da doenga como uma pandemia, e desde entdo medidas
sanitarias como uso de méscara e distanciamento social foram adotadas mundialmente, visando
desacelerar o aumento acentuado de casos da COVID-19. 1213

Sabidamente, duas espécies de CoVs sdo capazes de causar Sindrome Respiratéria
Aguda Grave (SRAG) com pior prognéstico, ambas causadas por dois tipos distintos de
coronavirus ja descritos anteriormente. Ambos, SARS-CoV e MERS-CoV, levaram a surtos na
China e no Oriente Médio em 2002 e 2012, respectivamente. No entanto, tratava-se de uma
nova cepa de coronavirus que até entdo ainda nao havia sido descrita em seres humanos, e que
é filogeneticamente é homdloga ao SARS-CoV. 1114

Inicialmente, 0 SARS-CoV-2 infecta as células epiteliais das vias aéreas e alveolares,
células endoteliais vasculares e macrdfagos alveolares, que sdo células comuns do trato
respiratorio e expressam grandes quantidades de ACE2. De acordo com o Ministério da Satde?,
o periodo médio de incubacio da doenca é de 5 a 6 dias. 11°

As manifestagdes clinicas da COVID-19 diferem de acordo com a idade, no entanto,
dentre os principais sintomas, os mais frequentes sdo: febre, fadiga, tosse seca e dor de cabeca.
Sintomas menos frequente como anosmia, ageusia, diarreia, hemoptise, dor de garganta, dor no
peito, calafrios, nduseas e vomitos, também sdo relatados. Em virtude de vérios fatores, 0s

jovens respondem de maneira mais eficiente contraa COVID-19 e muitos, na maioria das vezes
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sdo assintométicos. J& os idosos, principalmente aqueles que apresentam algumas
comorbidades, constituem um importante grupo de risco para a doenca, pois nestes, o
desenvolvimento da forma grave é mais frequente.*16

Parte dos pacientes com COVID-19, principalmente os graves, apresentam baixa
contagem de linfécitos, niveis aumentados de citocinas inflamatorias, ativacdo e disfuncao de
linfocitos, aumento de IgG e anticorpos totais. Sendo assim, indicios apontam que a infec¢do
pode levar a sindromes graves, faléncia de 6rgaos e morte. 141

Em sua dinamica de transmissdo, 0 SARS-CoV-2 apresenta como principal mecanismo
a transmissdo respiratéria, tendo a proximidade e ventilacdo como principais determinantes de
risco de transmissdo. Sendo assim, o0 virus é transmitido principalmente quando uma pessoa
infectada esta em contato proximo a outra pessoa. Desse modo, 0 SARS-CoV-2 dissemina-se
através da tosse, fala ou espirro de uma pessoa infectada, contendo pequenas goticulas ou
particulas de aerossois contendo o virus.t’

Em continuidade, apesar de ter sido detectado em fluidos corporais distintos, como
urina, liquido cefalorraquidiano, sémen e fluidos oculares, a presenca do coronavirus nesses
fluidos nao tem se equiparado a infecciosidade. Por outro lado, a transmissao vertical tem sido
relatada, ainda que raramente e evidéncias apontam que fragmentos virais tém sido encontrados
no leite materno. Entretanto, apesar desse achado incomum, esses casos de infec¢do por SARS-
CoV-2 tém sido associados a sintomas leves em neonatos.*

Por outro lado, as transmissdes nosocomiais foram amplamente descritas no inicio da
pandemia, uma que, as medidas sanitarias de combate e prevencdo a COVID-19, ainda nédo
tinham sido instaladas. Dessa forma, muitos profissionais de salde que integram na linha de
frente do combate ao virus foram amplamente expostos a contaminacéo. !

2.1.1 Epidemiologia e diagnéstico

Segundo a OMS, o padrdo-ouro para o diagnostico da infeccdo por SARS-CoV-2 é a
biologia molecular, uma vez que esta utiliza-se da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) para amplificar o material genético do virus. Variagdes da técnica como a RT-PCR (do
inglés, Real Time-PCR) que amplifica o material genético do virus em tempo real e o
sequenciamento parcial ou total do material genético do coronavirus, sdo ferramentas
moleculares muito Uteis no diagnostico da infecgdo por SARS-CoV-2. As amostras utilizadas
nesta técnica sdo obtidas pela coleta do aspirado nasofaringeo (ANF) por swab nasal e oral, e
pelas secregdes respiratorias do trato inferior, como escarro, lavado traqueal ou lavado

broncoalveolar.31819
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A maioria dos kits comerciais de PCR para SARS-CoV-2 apresentam quase 100% de
sensibilidade caso ndo ocorra contaminagdo cruzada durante o tratamento da amostra. O
momento ideal para que se realize este tipo de teste € logo ap6s o0 aparecimento dos sintomas,
entre 0 3° e 0 5° dia, se estendendo até o 10° dia apo6s o ocorrido. Além disso, apesar da alta
sensibilidade dos testes moleculares, na presenca de um resultado negativo ndo se deve
descartar completamente a infec¢do por SARS-CoV-2 e é recomendado que haja a combinagéo
do resultado com observacdes clinicas e histérico do individuo, considerando o contexto
epidemioldgico da regido a qual 0 mesmo esta inserido.>*81°

No entanto, assim como outros virus 0 SARS-CoV-2 evoluiu muito desde o inicio da
pandemia, acumulando ao longo do tempo muitas variantes que trouxeram grande preocupacéo
a populacao e a comunidade cientifica. Sendo assim, o surgimento dessas variantes pode alterar
propriedades do virus e isso pode resultar em aumento da ligacdo entre a proteina spike e o
receptor ACE2, aumento da infectividade e aumento da transmissibilidade, por exemplo. Além
disso, o desempenho de vacinas, medicamentos terapéuticos, ferramentas de diagnéstico ou
outras medidas sociais e de saude publica, podem ser perigosamente afetadas.318%

Atualmente, os principais sistemas de nomenclatura utilizados pelos cientistas para
caracterizar e categorizar essas alteracGes genéticas sdo o GISAID, Nextstrain e Pango.
Entretanto, com o intuito de uma melhor compreensdo sobre essas variantes e visando a
padronizacdo na nomenclatura, a OMS2 convocou 0 Grupo Técnico Consultivo sobre Evolugédo
de Virus, além de representantes do GISAID, Nextstrain e Pango, e diversos especialistas em
nomenclatura e comunicacdo viroldgica, para considerar possiveis terminologias faceis de
pronunciar e ndo estigmatizantes para as variantes de interesse e variantes de preocupacéo.
Nessa conjuntura, a OMS? junto a este grupo de especialistas tem recomendado o uso de letras
do alfabeto grego para nomear variantes do SARS-CoV-2.31820

Desse modo, a OMS3 define o termo variante de interesse como: uma variante do SARS-
CoV-2 que apresenta alteracdes genéticas que sdo previstas ou conhecidas por afetarem as
caracteristicas do virus, como transmissibilidade, gravidade da doenca, escape imunologico,
escape diagndstico ou terapéutico. Além de ser identificada por causar transmissdo comunitaria
significativa ou mdltiplos aglomerados de COVID-19, em varios paises com prevaléncia
relativa crescente, juntamente com o aumento do numero de casos ao longo do tempo, ou outros
impactos epidemioldgicos aparentes que sugerem um risco emergente para a saude publica

global 3202t
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Assim sendo, o termo variante de preocupacdo é definido pela OMS3, como: uma
variante do SARS-CoV-2 que atende a definicdo de variante de interesse e, através de uma
analise comparativa, demonstrou associacdo a uma ou mais das seguintes alteracbes em um

grau de significancia para a saude publica global:

I.  Aumento da taxa de transmissibilidade ou mudanca prejudicial na epidemiologia
de COVID-19;
Il.  Aumento na viruléncia ou alteracdo na apresentacdo clinica da doenca;
I1l.  Diminuicdo da eficacia das estratégias de saude publica e social ou de
diagndsticos, vacinas e terapias disponiveis;

De acordo com a OMS?, as variantes de preocupacdo circulando atualmente, séo
subvariantes da Omicron (B.1.1.529), que inclui BA.1, BA.2, BA.3, BA.4, BA.5, formas
recombinantes circulantes BA.1/BA.2 e linhagens descendentes. A variante Omicron, foi
detectada pela primeira vez na Africa do Sul, mas acabou sendo detectada em outros paises
simultaneamente, mudando a situacdo epidemioldgica da doenca no mundo. Essa, acumula
mais de 50 variagcGes em seu genoma, incluindo 30 mutag¢fes somente na proteina spike. Aliado
a isso, as variantes Alfa (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gamma (P.1) e Delta (B.1.617.2), também
foram categorizadas como variantes de preocupacdo que circularam anteriormente e que
trouxeram grande preocupacdo, uma vez que, o surgimento dessas variantes pode influenciar a
transmissibilidade viral, viruléncia e taxa de reinfecgéo, escapando da imunidade natural e
imunidade induzida por vacinas.?®??

Dentre as variantes de preocupacdo que circularam anteriormente e que permanecem
sob vigilancia da OMS, destaca-se aqui a variante Gamma (P1), que foi detectada pela primeira
vez em quatro viajantes retornando ao Japédo do estado do Amazonas no Brasil em 2 de janeiro
de 2021. Naveca e colaboradores,?® realizaram uma investigacdo gendmica sobre a diversidade
genética das variantes que circulavam no Amazonas, e demonstraram que a mesma comporta
21 mutacBes definidoras de linhagem, incluindo dez dessas variantes na proteina Spike. Além
disso, os referidos autores demonstraram que a variante Gamma evoluiu de um clado local
B.1.1.28 no final de novembro de 2020 e substituiu rapidamente a linhagem parental, sendo a
variante responsavel pela maioria dos casos de COVID-19 no Amazonas no final de 2020 e
inicio de 2021, estabelecendo a segunda onda de casos da doenca no estado.

Globalmente, foram confirmados 767.726.861 casos de COVID-19 e 6.948.764 mortes
pela doenga, até 10 de julho de 2023. Até a mesma data, o Brasil contabilizava 37.682.660 casos
e 704.159 dbitos pela COVID-19, com 1,9% de letalidade. No Amazonas, até 05 de julho de
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2023, foram contabilizados um total de 636.953 casos de COVID-19 e 14.479 mortes pela
doenca.'*2* No entanto, em virtude da tendéncia de queda no numero de casos e 6bitos, declinio
nos registros de hospitalizacbes em UTI e tendo em vista do avanco da vacinagdo no mundo,
em 05 de maio de 2023, a OMS declarou o fim da pandemia de COVID-19.

2.1.2 Estrutura viral e organizacdo genémica do SARS-CoV-2

Os coronavirus (CoVs) sao virus envelopados com diametro de 60 a 130nm que contém
um genoma de &cido ribonucleico (RNA) de fita simples de sentido positivo, com tamanho
variando de 26 a 32 kilobases (Kb) de comprimento, como ilustra a figura 1 e 2. Esse virus pode
apresentar capsideos pleomorficos e ter projecGes radiais superficiais no formato de uma coroa,
da qual se origina 0 nome coronavirus.!>?°

Os CoVs podem ser divididos em grupos distintos conforme critérios genéticos e
antigénicos: a-CoVs, B-CoVs e y-CoVs. Os CoVs infectam principalmente aves e mamiferos,
de modo que, a- e R-CoV's também séo capazes de infectar mamiferos e, portanto, podem causar
infeccio em humanos.!152°

O atual SARS-CoV-2, responsavel pelo terceiro surto de CoV na histéria registrada de
seres humanos, pertence a familia Coronaviridae, ao género Betacoronavirus e esté incluso no
grupo IV pela classificagdo de Baltimore, com genoma de RNA de fita simples de polaridade
positiva (ssSRNA), com aproximadamente 26 a 32kb. A particula viral é envelopada, com

morfologia esférica com 100 a 160nm de diametro.>28
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Figura 1: Estrutura do SARS-CoV-2.
Fonte: Traduzido e adaptado de Hartenian'®
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Figura 2: Genoma do SARS-COV-2.
Fonte: Traduzido e adaptado de Hartenian?®

O genoma do SARS-CoV-2 organiza-se no sentido 5' junto a uma cauda 3' poli (A) e
apresenta quatorze Regifes Abertas de Leitura (do inglés, ORF — Open Reading Frame) que
sdo essenciais a maquinaria viral. No entanto, sdo as regies ORF1a e ORF1b, que codificam
quatro proteinas estruturais, sendo a proteina spike (S), proteina do envelope (E), proteina de
membrana (M) e proteina do nucleocapsideo (N), além de dezesseis proteinas ndo estruturais
(nsp1-nspl16). Outras nove proteinas acessorias (Orf3a, Orf3b, Orf6, Orf7a, Orf7b, Orf8, Orfob,
Orf9c, Orf10, Orfl1, Orf112, Orf13 e Orf14) também sdo codificadas pelo restante do genoma
viral 1>%

Essas proteinas sdo de suma importancia para o ciclo de vida do virus, pois sdo muito
essenciais para a replicacdo viral e modulacdo da resposta imune do hospedeiro a partir do

contato com moléculas do sistema imunolégico.®®

2.1.3 Replicacédo e transmissdo do SARS-CoV-2
Para adentrar a célula hospedeira, 0 SARS-CoV-2 usa duas proteinas importantes como
portas de entrada, a ACE2 e a Serino-Protease Transmembrana 2 (TMPRSS2). Em
continuidade, a proteina Spike (S) do SARS-CoV-2, apresenta dois sitios importantes para esta
etapa do ciclo de vida do virus: os sitios S1 e S2. Esses sitios apresentam regidoes chamadas
Dominio de Ligacdo ao Receptor (RBD), que interagem com o receptor ACE2 da célula
hospedeira.l15%
Sendo assim, a regido RBD do sitio S1 da proteina spike interage com o receptor ACE2,
e em seguida, a TMPRSS2 atua clivando os sitios S1 e S2, favorecendo a entrada do virus na
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célula. A partir disso, ocorre a ativacdo do sitio S2 da proteina spike, que ativa a fusdo da

membrana viral 8 membrana celular, e posteriormente, o genoma viral é liberado no citosol.*#

A figura 3 ilustra como a maquinaria da célula hospedeira inicia a traducdo do RNA viral,

e em seguida ocorre a producdo de polipeptidios virais que posteriormente sofrem clivagem

proteolitica, e apds isso, juntam-se formando os Complexos de replicacdo e Transcricdo

(RTCs). Esses RTCs, consistem em estruturas de membrana dupla derivadas do reticulo

endoplasmatico rugoso, e criam um ambiente estavel para a replicacao e transcricdo de mRNAS

subgendmicos, e sdo capazes de isolar o RNA do SARS-CoV-2 de todo ambiente intracelular.

Uma caracteristica importante desses RTCs, € o provavel impedimento da detec¢do de produtos

da replicacéo viral, através de sensores imunoldgicos.'>?°
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Figura 3: Representacéo grafica da replicacdo do SARS-CoV-2 na célula infectada.
Fonte: Traduzido de Hartenian'®

Apos a tradugdo, as proteinas estruturais j& traduzidas, sdo direcionadas ao reticulo

endoplasmatico e transitam dentro dele em direcdo ao complexo de Golgi para interagirem com

RNAs recém-produzidos e N-encapsidados. Apos esta etapa da replicacdo, ocorre o brotamento
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dessas moléculas no limen das vesiculas secretoras, e finalmente os virions sdo secretados da

célula hospedeira por exocitose.*>?
2.1.4 Caracteristicas clinicas da COVID-19 e resposta imunolodgica

A infeccdo por SARS-CoV-2 pode ser desde auséncia de sintomas (assintomaticos) a
manifestacdes clinicas muito heterogéneas, com sindromes graves e possiveis complicaces,
como trombose, lesdes cardiacas, lesdes hepaticas, sepse e faléncia respiratéria.®

O comprometimento pulmonar encontrado na COVID-19, envolve dano alveolar difuso,
microtrombose pulmonar, e outras consequéncias decorrentes da infec¢do pelo virus. Os
pneumacitos tipo 11, sdo células pulmonares que amplamente expressam o receptor ACE2 - que
¢ a porta de entrada do SARS-CoV-2 - em sua superficie. Células renais, hepaticas e cardiacas,
também apresentam ACE2 em sua membrana, o que sugere que individuos com comorbidades
tendem a desenvolver sinais e sintomas mais grave da doenca.’

O Ministério da Saude? estima que, 40% dos infectados por SARS-CoV-2 podem
apresentar sintomas leves da doenca, ao passo que, outros 40% podem desenvolver sintomas
moderados. No total 15% podem desenvolver sintomas graves com necessidade de suporte de
0, e 5% podem manifestar a forma grave da doenca e desenvolver algumas das complicagdes
acima citadas.

Desse modo, a classificacdo dos casos com base na sintomatologia dos doentes feita

pelo Ministério da Satde?, consiste em:

. Caso assintomatico - caracteriza-se por teste laboratorial de positivo para SARS-
CoV-2, com auséncia de sintomas.

Il. Caso leve - caracteriza-se pela presenga de sintomas néo especificos, como tosse,
dor de garganta ou coriza, seguido ou ndo de anosmia, ageusia, diarreia, dor
abdominal, febre, calafrios, mialgia, fadiga e/ou cefaleia.

1. Caso moderado — caracterizado pela presenc¢a de sintomas que véo de sintomas
leves e tosse e febre persistente didria, até sinais de piora progressiva de outro
sintoma relacionado a covid-19 (adinamia, prostragdo, hiporexia, diarreia), além
da presenca de pneumonia sem sinais ou sintomas de gravidade

V. Caso grave — caracteriza-se por Sindrome Gripal com dispneia e/ou desconforto
respiratério ou pressdo persistente no térax ou saturagdo de oxigénio menor que
95% em ar ambiente ou cianose em labios e rosto. Em crian¢as, observa-se
taquipneia > 70 rpm em menores de 1 ano € > 50 rpm em criancas maiores de 1
ano, além de hipoxemia, desconforto respiratério, alteracdo da consciéncia,
desidratacdo, dificuldade para se alimentar, lesdo miocéardica, elevagdo de

enzimas hepaticas, disfuncéo da coagulacdo, cianose central ou SpO2 <90-92%
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em repouso e ar ambiente, letargia, convulsbes, dificuldade de
alimentacdo/recusa alimentar.

V. Caso critico — dentre os sintomas mais frequentes estdo: sepse, sindrome do
desconforto respiratério agudo, insuficiéncia respiratoria grave, faléncia de
orgdos, pneumonia grave, necessidade de suporte respiratorio e internagdes em
UTI.

Achados laboratoriais sugerem alteragfes, como linfocitopenia, trombopenia,
neutrofilia, niveis aumentados de proteina C reativa, dimero D, lactato desidrogenase. Em
exames radioldgicos, pacientes acometidos pela doenca, podem apresentar opacidade em vidro
fosco e sombreamento irregular bilateral nos pulmdes.®

Uma resposta imune antiviral efetiva do hospedeiro deve envolver mecanismos da
imunidade inata e adaptativa, incluindo a sintese de diversas quimiocinas e citocinas
préinflamatorias, recrutamento de macréfagos e granuldcitos pro-inflamatorios. A ativacdo de
células T CD4" e CD8" e células B sdo essenciais para controlar a replicagdo viral, limitando a
disseminacdo do virus, eliminacdo das células infectadas e regulacdo de danos teciduais.*?’

Assim como outros CoVs, supde-se que 0 SARS-CoV-2 pode induzir uma resposta
imune protetora mediada por linfdcitos T. No entanto, pacientes com COVID-19 hospitalizados
normalmente manifestam linfopenia, sugerindo que a imunidade celular pode ser suprimida
pelo virus. Uma reducao expressiva de células T CD4", T CD8", células NK e células B, foram
observadas em pacientes graves. Aliado a isso, foram observados fen6tipos de exaustdo em
células T de pacientes com COVID-19. No entanto, em alguns pacientes a quantidade de células
B pode estar dentro na faixa de normalidade, demonstrando que essa populacdo celular pode
ndo ser tdo afetada quanto as demais populacGes celulares ja citadas anteriormente. 51028

Um conjunto de mecanismos da resposta imune inata, como superficies mucosas, IgA
presente nas mucosas, células dendriticas, macrofagos, mondcitos e neutréfilos, junto ao
reconhecimento da infec¢do viral por receptores citosolicos e de membrana, sdo sugeridos como
iniciadores da resposta a infec¢do por SARS-CoV-2.%

O neutrofilo, célula da imunidade inata mais abundante no sangue, é descrito como um
potente impulsionador da hiperinflamacdo em pacientes com COVID-19, visto que h4d uma
regulagdo positiva dos neutrofilos nesses pacientes. Durante a infec¢do viral, algumas
evidencias sugerem que 0s neutrofilos contribuem com a resposta imunologica como células
imunomoduladoras, secrecdo de citocinas, internalizacdo do virus e producdo de armadilhas

extracelulares de neutrofilos (NETs). Ademais, foi observado que a relacdo neutréfilo-linfécito
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se encontra aumentada em pacientes graves, 0 que pode contribuir para um curso clinico
desfavoravel da doenca.®*°

A sinalizacdo desencadeada pela ativacao de receptores imunologicos, como 0s TLRs
resulta na transcricao e expressao de genes pro-inflamatérios, como a via dos IFNs, importante
citocina envolvida na resposta imunoldgica na COVID-19.4

Em continuidade, um desequilibrio na resposta imunoldgica pode favorecer o aumento
expressivo da secrecdo de citocinas e quimiocinas, especialmente na forma grave da COVID-
19. Esse fendmeno tem sido frequentemente relatado, e o termo Sindrome da Tempestade de
Citocinas tem sido amplamente utilizado, com o intuito de elucidar os mecanismos
imunolégicos que desencadeiam a ativacdo da producdo descontrolada de mediadores pro e
anti-inflamatoérios no @mbito da COVID-19. Como caracteristica importante da doenca, que
pode levar a varias reacfes adversas em diferentes 6rgdos do corpo, o aumento exacerbado de
mediadores imunoldgicos, incluindo IL-1p, IL-2, IL-6, IL-7, CXCLS8, IL-10, G-CSF, GM-CSF,
IP10, CCL2, CCL3, IFN-y e TNF-a, podem levar a Sindrome de Ativacdo de Macrdfagos e
causar o0 aumento de proteina C reativa, 0 que pode ocasionar um prolongamento do dano
pulmonar. 162

Dessa forma, a alta concentracdo de mediadores pré e anti-inflamatorios no sistema
circulatério, além de amplificar o dano tecidual no endotélio, pode levar a0 aumento da
vasodilatacdo, maior recrutamento de células imunoldgicas, funcdo de endoitelial de barreira
prejudicada, favorecimento de ambiente hipoxico, ocasionanado insuficiéncia respiratoria.®2

No contexto da resposta imune adaptativa, semelhantemente a outras infeccdes virais, 0
SARS-CoV-2 aparenta induzir uma resposta imunoldgica adaptativa do tipo Thl. No entanto,
em pacientes com a forma grave da doenca, uma reducdo de células T CD4", T CD8" e T
reguladoras tém sido observadas, além de atrofia em 6rgdos como baco e linfonodo. Um padréo
de exaustdo funcional de células TCD8* também tem sido relatado, com a expressdo de
moléculas como PD-1 e TIM-3 indicando esta condigdo.?3

De maneira geral, a amplitude e o desempenho das respostas por anticorpos tém estado
em constante analise, tendo em vista que, estes podem ser instrumentos utilizados no
diagndstico da infecgdo. Os anticorpos neutralizantes sdo importantes ferramentas de bloqueio
da replicacéo viral, e portanto, contribuem ativamente para o sucesso da eliminacgdo viral ou
controle de progressédo da doenga. O principal alvo da neutralizacdo mediada por anticorpos na
COVID-19, é a subunidade S1 da proteina Spike do SARS-CoV-2, possivelmente por ela ser

crucial no inicio da infeccdo. Apesar disso, cada paciente tem uma cinética de resposta
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imunolégica diferente, o que pode refletir na baixa detec¢do de anticorpos nos primeiros dias
da doenca, apontando que o uso da sorologia tem valor limitado.?®3!

Como ferramenta de extrema importancia no combate a COVID-19, a vacinacao tem
sido essencial na prevencdo de manifestacdes clinicas severas e possiveis complicacGes

decorrentes da doenca, e sua eficacia tem sido amplamente comprovada.®3

2.1.5 Plasma convalescente

Visando o estabelecimento de terapias rapidas e capazes de controlar a disseminagéo
desenfreada do virus ao redor do mundo, varios paises juntaram esforcos conjuntos em
pesquisas sobre medidas profiléticas capazes de diminuir o nimero de internagdes e dbitos pela
COVID-19. Nesse sentido, o plasma convalescente configura-se como uma das terapias mais
antigas ja usadas, tendo em vista que, seu primeiro uso data de 1890 no tratamento de tétano e
difteria, antes da disponibilidade de antimicrobianos.32-3¢

O fundamento inicial sobre o wuso de plasma convalescentes em doencas
infectocontagiosas, consiste na capacidade em fornecer imunidade passiva através de amostras
de sangue contendo anticorpos neutralizantes coletadas de um individuo recuperado da
infeccdo, e que sdo administradas em receptor susceptivel, acometido da mesma infeccdo que
por vezes pode ser imunocomprometido ou produzir baixas quantidades de anticorpos. 323

O potencial terapéutico do plasma convalescente é baseado principalmente na atuacao
dos anticorpos neutralizantes, que possuem a capacidade de eliminar o virus do organismo de
individuos infectados, através da neutralizacdo do virus, ativacdo do sistema complemento,
fagocitose e citotoxicidade celular mediada por esses anticorpos, por exemplo. Ademais, 0
plasma de individuos convalescentes, apresenta uma quantidade consideravel de mediadores
imunoldgicos que podem ou ndo auxiliar na resposta imunolégica a infeccdo por SARS-CoV-
2.32736

Nesse contexto, apesar da facilidade de obtencdo do plasma convalescente, a dificuldade
em estabelecer uma titulacdo de anticorpos presentes no plasma suficientes para uso, a
possibilidade de reacdo cruzada desses anticorpos com outros agentes infecciosos, aliadas a
evidencias de que alguns pacientes apresentavam titulacGes elevadas de anticorpos no decimo
dia de sintomas, dificultaram o uso do plasma como terapia. 3¢ Além disso, a alta demanda
de plasma convalescente que superou em muito a oferta, junto ao advento das vacinas,
reforcaram a descontinuidade no uso de plasma convalescente como terapia no tratamento de
pacientes com COVID-19. No entanto, a necessidade de compreensao da dinamica da resposta

imunologica em individuos convalescentes da infecgdo, fomentou a continuidade das pesquisas.
32-36
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2.2 Gene TREM1

O gene TREM1 (HGNC: 17760) est4 localizado no cromossomo 6p21.1, apresenta
19.289pb e 6 éxons, e codifica duas isoformas de proteinas: uma ligada a membrana celular que
atua como receptor da imunidade inata, denominada Receptor Desencadeante Expresso em
Células Mieldides — 1 (TREM-1), e a isoforma soltvel de TREM-1, comumente referida como
Receptor Desencadeante Soltvel Expresso em Células Miel6ides — 1 (STREM-1).737:38

O receptor TREM-1 consiste em uma glicoproteina formada por 234 aminoacidos, que
possui aproximadamente 30 kDa, e atua como ativador de superficie celular como membro da
superfamilia de imunoglobulinas. Como um potente indutor e amplificador de respostas
inflamatorias, é altamente expresso em células Miel6ides, especialmente em mondcitos,
macrofagos, neutréfilos e células dendriticas. Também é expresso em células teciduais, como
células epiteliais bronquicas, células corneas, gastricas e células endoteliais hepaticas®’.

O receptor TREM-1 localiza-se na superficie celular de diversos tipos celulares, e sua
estrutura consiste em um dominio extracelular do tipo V, uma porcdo transmembranar
carregada e uma cauda intracitoplasmatica curta. Em algumas doencas, a ativacdo do receptor
TREM-1 promove aumento significativo na secrecao citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias
como IL-6, IL-1B, CXCL8, TNFa, MCP-1, MPO, CCL2 e CCL7, dentre outras.®*¢ Além disso,
sua ativacdo favorece o aumento da adesdo de células mieloides ao endotélio e moléculas de
matriz extracelular, promove aumento do fluxo de célcio intracelular, e desencadeia a ativacéo
das moléculas ERK1, ERK2 e PLC-y, por fosforilacdo da tirosina.

A porcdo soltvel do receptor TREM-1 (STREM-1), é um peptideo de aproximadamente
27kDa que tem sido amplamente estudado como possivel biomarcador e alvo terapéutico em
algumas doencas. Esta forma sollvel pode originar-se através de dois mecanismos principais,
ilustrados na figura 6: 1) traducdo de splicing alternativo do RNA mensageiro de TREM1 ou 2)

por acdo proteolitica de metaloproteinases que clivam parte do receptor apés ele ser ativado.**4°
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Figura 4: Representacéo esquematica das duas hip6teses de origem do STREM-1.
Fonte: Adaptado e traduzido de Tammaro.**

2.2.1 Sinalizacdo TREM-1/DAP12
O complexo TREM-1/DAP12 é estabilizado por meio de uma interacdo eletrostatica

Unica entre um &cido aspértico carregado negativamente em uma porcéo da proteina DAP12, e
uma lisina carregada positivamente no dominio intracitoplasmatico do receptor TREM-1 que
sdo essenciais para a transducdo da sinalizacdo intracelular. A figura 5 ilustra a sinalizacdo
desencadeada pelo receptor TREM-1 quando ativado, que compartilna de sinergia com
respostas imunolégicas suscitadas por outros PRRs, como os receptores Toll-Like (TLRS), que
respondem a ligantes como LPS, HSP-70, HMGB-1 e muitos outros PAMPs e DAMPSs, em
varias doengas.*

O ectodominio extracelular do tipo g é a estrutura responsavel pela ligacdo dos ligantes
ao receptor TREM-1, de modo que, € ele que inicia a cascata de sinalizacdo intracelular, uma
vez que, a partir desse evento ocorre a associa¢do do dominio transmembranar de TREM-1 com
amolécula DAP12. Em seguida, a porcao da proteina DAP12 contendo uma regido denominada
Motivo de Ativacdo Baseado em Tirosina de Imunorreceptores (ITAM), & fosforilada,

favorecendo o recrutamento e encaixe das tirosinas quinases SYK (do inglés Spleen Associated
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Tyrosine Kinase) e ZAP70 (do inglés Zeta Chain Of T Cell Receptor Associated Protein Kinase
70)4-43

A tirosina quinase SYK, estimula o recrutamento e fosforilagdo de moléculas
adaptadoras que contém Cbl (do inglés Linfoma Casitas B-lineage), SOS (do inglés Son of
sevenless) e GRB2 (do inglés Growth Factor Receptor Binding Protein-2). A partir disso, ocorre
a ativacdo das vias PLC, PI3K e ERK 1/2 e MAP quinases, que regulam a transcrigéo de genes
pro-inflamatorios, promovem a mobilizacdo de Ca* intracelular, estimulam o rearranjo do
citoesqueleto de actina, além de ativar fatores de transcricdo como: ELK1 (do inglés ETS
oncogenerelated protein), NFAT (Fator Nuclear de Células T Ativadas), AP1, c-Fos, c-Jun e
Nf-kB.443

Estes eventos resultam na producdo moléculas de superficie celular, quimiocinas e
citocinas pro-inflamatdrias como IL-1p, IL-8, IL-6, TNF-a, micloperoxidase (MPO), MCP-1,
CCL-2 e CCL-7, dentre outras. Han et al. (2018), também citam que a ativacdo de TREM-1
regula a sobrevivéncia de macrofagos através de Bcl-2, modifica a dindmica da expressao de
IRAK-M em células pulmonares e melhora a defesa do hospedeiro durante a pneumonia
pneumocacica.*+*2

Tammaro*, ressaltam que a ativacdo da via PI3K e ERK estimulada por TREM-1, pode
favorecer a sobrevivéncia celular por meio da inativagdo dos fatores pré-apoptoticos BAX (do
inglés BCL -2-Associated X-Protein), BID e BAD, além de inibir a libera¢do do Citocromo C
(Cyto-C) das mitocéndrias.
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Figura 5: Possivel mecanismo de a¢do do receptor TREM-1 e das metaloproteinases na resposta
imunologica a infec¢do por SARS-CoV-2.
Fonte: Elaborado pela propria autora (ndo publicado), 2023.

2.3 Metaloproteinases

As metaloproteinases de matriz sdo uma superfamilia de metcizin proteases, que estdo
inseridas do grupo das endopeptidases dependente de zinco, e atuam degradando componentes

de matriz extracelular, como colageno, fibronectina, elastina, quimiocinas e citocinas, dentre

35
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outras moléculas.**% Estas, também podem atuar promovendo remodelacdo tecidual,
estimulando proliferagéo, migracdo e diferenciacdo celular. Dentre outras fungdes importantes,
as metaloproteinases também podem desempenhar papeis fundamentais na angiogénese,
apoptose e reparo tecidual .4

Essas endopeptidases, sdo secretadas por vérias ceélulas e tecidos como, tecido
conjuntivo, células com atividade pro-inflamatoria, incluindo fibroblastos, neutrofilos,
macrofagos, linfdcitos, células endoteliais e demais tipos celulares. 4648

Quanto a sua estrutura e classificacdo, as metaloproteinases possuem caracteristicas
estruturais semelhantes: consistem em um pro-peptideo com aproximadamente 80
aminoacidos, um dominio catalitico composto por cerca de 170 aminoacidos, um peptideo
ligante ou regido de dobradica de comprimento varidvel, e um dominio de hemopexina
composto por cerca de 200 aminoacidos.*48

Por esse motivo, as metaloproteinases compartilham de homologia no dominio catalitico
de ligacdo ao zinco em sua estrutura, apresentam homologia em sua estrutura quando
comparadas a MMP-1, e apresentam um motivo de ligacdo de troca de cisteina, no qual o grupo
cisteina sulfidrila quela o sitio ativo de zinco, que por sua vez, mantém essas enzimas em sua
forma inativa de proMMP.46-48

Grande parte das MMPs sdo produzidas e secretadas como zimogénio inativo,
denominados proMMPs, e séo reguladas em niveis diferentes que vao desde a regulacdo do
MRNA a acBes inibitorias por moléculas endogenas neutralizantes de MMPs, chamados
Inibidores Teciduais de MMPs (TIMPs). A producdo de algumas dessas enzimas que ndo sao
constitutivamente expressas por células in vivo, também pode ser induzida por citocinas, fatores
de crescimento, hormdnios e alteracbes em interacdes célula-componentes de matriz
extracelular e interacdes célula-célula. 4648

Nos vertebrados, essa grande familia de enzimas é composta por 28 moléculas, das quais
ao menos 23 sdo expressas em tecidos humanos, e dessas, 14 sdo expressas em tecidos
vasculares.*’ Dessa forma, por compartilnarem essas caracteristicas, elas podem ser
classificadas em 5 categorias: Colagenases (MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-18), Gelatinases
(MM-2 e MMP-9), Estromelisinas (MMP-3, MMP-10 e MMP-11), Matrilisinas (MMP-7 e
MMP-26), Metaloproteinases de membrana (MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-
24 e MMP-25). Outras metaloproteinases ndo seguem essa classificagdo, como a MMP-12,
MMP-19, MMP-20, MMP-21, MMP-22, MMP-23, MMP-27 e MMP-28.46-48
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Figura 6: Representacdo Esquematica da estrutura das metaloproteinases de matriz.
Fonte: elaborado pela prépria autora (ndo publicado), 2023.

A MMP-2 é amplamente expressa e distribuida no endotélio vascular, musculatura
vascular lisa, leucocitos, plaquetas e veias varicosas, e apresenta como principal substrato,
componentes de matriz extracelular (ECM) derivados do colageno intersticial e ndo derivados
do colageno. Também apresenta como principais alvos e substratos, as MMP-9 e -13 ativas,

Receptor 1 do Fator de Crescimento de Fibroblastos (FGF-R1), Proteina de Ligacdo ao Fator
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de Crescimento 3 (IGF-BP-3) e Proteina de Ligacdo ao Fator de Crescimento 5 (IGF-BP-5),
IL-1B, pro-TNF-o, TGE-p.

Em um estudo realizado com 25 pacientes com infeccdo por HCV e 15 controles
saudaveis, pareados por sexo e idade, foi demonstrado que os niveis de MMP-2 foram
significativamente maiores em pacientes cronicos com HCV quando comparados ao grupo
controle. Em continuidade, uma correlagdo significativa positiva para os niveis de MMP-2 foi
vista para diferenciar pacientes com infeccdo cronica pelo HCV de controles saudaveis.
Todavia, neste mesmo estudo, com base nos niveis de MMP-2, ndo foi possivel estabelecer
diferenciacéo entre pacientes com infecgdo por HCV com fibrose (Escala Metavir= F1-F3) e
com cirrose (Escala Metavir= F4).4°

Em uma pesquisa adicional, foi realizado um estudo com 53 pacientes com COVID-19
internados em UT]I e 28 individuos saudaveis como grupo controle, com o objetivo de investigar
a associacdo entre os niveis plasmaticos de MMP-2, MMP-9 e TNF-a e achados clinicos e
laboratoriais na COVID-19. Os autores da pesquisa observaram que os niveis de MMP-2
apresentaram reducao significativa nos pacientes com COVID-19, quando comparados aos
individuos do grupo controle. Além disso, os niveis de MMP-2 foram avaliados em pacientes
classificados de acordo com as varidveis hipertensdo e obesidade, constatando-se que, em
pacientes COVID-19 e hipertensdo, os niveis de MMP-2 foram regulados positivamente em
comparacao aos individuos hipertensos do grupo controle e aos individuos sem hipertensdo
também do grupo controle. >

A MMP-8, é amplamente expressa por neutrofilos, mondcitos/macréfagos, condrécitos,
e células musculares lisas, e apresenta como principais substratos as moléculas de colageno I,
I1, 1, fibronectina, Aggrecan e Ovostatin. Ainda, MMP-8 tem sido associada a renovagéo de
tecido periodontal, atividade antinflamatoria e cicatrizagio de tecidos.>!

No contexto da dindmica das respostas imunoldgicas, embora sejam apontadas na
literatura evidéncias sobre a relagéo de polimorfismos nos receptores TREM-1 que contribuem
para respostas inflamatorias em varias doencas, no que tange a COVID-19, a relacdo desses
polimorfismos com as caracteristicas clinicas da doenca é desconhecida, bem como a
frequéncia desses eventos em nossa populacdo. Sendo assim, h& necessidade de outras
pesquisas que possibilitem o conhecimento dos efeitos dessas variantes na COVID-109.

2.3.1 Variantes do gene TREM1

A variante rs2234237 é classificada como uma variante missense e se localiza no éxon
2 do gene TREM1 (HGNC17760), gerada em uma substituicdo do nucleotideo adenina pelo
nucleotideo timina na posi¢do 41282728 da sequéncia nucleotidica do gene. Essa variante,
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promove uma mudanca no aminoécido presente na posicdo 73 da cadeia polipeptidica,
substituindo a serina pela treonina. Ja a variante rs2234246, esta localizada proximo ao éxon 4
do gene TREM1 (HGNC17760), a 41276002 pares de base da regido promotora 3> UTR, e
consiste na mudanca do nucleotideo citosina pelo nucleotideo timina. Esta, por sua vez,
constitui-se de uma regido de cromatina aberta propensa a sofrer interferéncias de mecanismos
epigenéticos, como metilacéo e acetilagdo. 523

Nesse sentido, considerando-se a grande variabilidade fenotipica e genética da
populacéo brasileira, com padrdes alélicos e haplotipicos distintos, constata-se a importancia
da realizacdo de estudos genéticos da imunidade inata em uma populacdo tdo miscigenada. A
confirmagdo dos resultados alcangados em trabalhos realizados em outras populacdes,
juntamente com dados a partir deste estudo, podem fornecer uma melhor compreensdo das
possiveis associacdes do polimorfismo em TREM1 com a resposta inflamatéria a infeccdo por

SARS-CoV-2, especialmente na populacdo do Amazonas.
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3 OBJETIVO
3.1 Geral

Descrever a influéncia das variantes no gene do receptor TREM-1 e sua possivel

associacdo com o perfil de citocinas e STREM-1 em pacientes de fase aguda da COVID-19 e

individuos convalescentes da infecgdo por SARS-CoV-2.

3.2 Especificos

Estimar a frequéncia das variantes TREM1 A/T (rs2234237) e C/T (3> UTR)
(rs2234246) em pacientes de fase aguda da COVID-19 e individuos convalescentes;
Avaliar possivel associacdo das variantes no gene do receptor TREM-1 com a
concentracdo de mediadores imunoldgicos na resposta imunolégica ao SARS-CoV-2;
Verificar possivel associacdo entre o perfil de mediadores imunoldgicos com os dados
clinico-epidemioldgicos dos em pacientes com COVID-19 e individuos
convalescentes;

Investigar possivel relacdo entre as concentragdes plasmaticas de sSTREM-1 com
gravidade e mortalidade da COVID-19, buscando possivel associacdo com o

mediadores solUveis e dados clinicos-epidemioldgicos;
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo observacional, descritivo, exploratorio, em pacientes com
COVID-19 e individuos convalescentes da infeccdo por SARS-CoV-2, atendidos no
HEMOAM e internados em enfermaria ou UTI do HUGV.

Este estudo configurou-se como um subprojeto de um projeto maior da linha de pesquisa
sobre COVID-19 do Grupo de Pesquisa em Hematologia, realizado em pacientes de fase aguda
da COVID-19 atendidos no Hospital Universitario Getulio Vargas e na Fundacdo Hospitalar
de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas, intitulado “Estudo de Biomarcadores
Imunoldégicos em pacientes Convalescentes da infeccéo pelo Virus SARS-CoV-2 (COVID-19)”,

e as atividades foram desenvolvidas de acordo com o item 4.3, descrito abaixo.

4.2  Aspectos eticos

As amostras utilizadas no presente estudo, foram obtidas a partir dos projetos
intitulados: “Estudo de Biomarcadores Imunologicos em pacientes Convalescentes da infec¢do
pelo Virus SARS-CoV-2 (COVID-19).”, submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Fundacao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM) sob respectivo
n° de parecer: 4.126.784, coordenado pela Dra. Adriana Malheiro Alle Marie, e “Identificacdo
e Selecdo de Peptideos Miméticos Reativos aos soros de pacientes HCV+ e sua influéncia no
desenvolvimento da fibrose hepadtica in vitro”, submetido ao Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Fundacao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM) sob
respectivo n° de parecer: 1.982.466, coordenado pela Dra. Andréa Monteiro Tarragd. Ressalta-
se que, do segundo projeto utilizamos apenas as amostras controles, que foram obtidas antes da

pandemia.
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Figura 7: Desenho do estudo e flowchart. Foram incluidos 138 participantes para genotipagem e dosagem de

alguns mediadores imunoldgicos.
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4.4 Populacéo de estudo e amostragem
A populacdo do presente estudo é composta pelos seguintes grupos:

I.  Grupo 1 (G1), composto por candidatos a doadores de sangue saudaveis (grupo
controle), cujas amostras sdo oriundas do projeto “Identificagdo e Sele¢do de Peptideos
Miméticos Reativos aos soros de pacientes HCV™ e sua influéncia no desenvolvimento
da fibrose hepatica in vitro”, desenvolvido antes da pandemia de COVID-19.

Il.  Grupo 2 (G2), composto por pacientes com COVID-19 internados em enfermaria ou
UTI do HUGV (Hospital Universitario Getulio Vargas), que aceitaram participar da
pesquisa.

I1l.  Grupo 3 (G3), composto por pacientes convalescentes da infec¢do por SARS-CoV-2.
A amostragem é composta por 138 individuos participantes, sendo: 36 pacientes com

COVID-19, 52 doadores de plasma convalescente da COVID-19, e 50 individuos controles.
Esse total (n=138) foi utilizado na genotipagem das variantes no gene do receptor TREM-1, e
na dosagem e quantificacdo de mediadores sollveis. Para a dosagem de metaloproteinases,
foram selecionados aleatoriamente 16 controles saudaveis, 17 pacientes com COVID-19 e 15
doadores de plasma convalescente da COVID-19, conforme esta ilustrado no fluxograma
acima. Ressalta-se que, as amostras do grupo controle foram coletadas antes da pandemia de
COVID-19.

4.5 Critérios de inclusdo e exclusao

Foram incluidos no estudo:

I.  Doadores de sangue (G1 ou grupo controle)

a) Foram incluidos doadores com mais de trés doacGes que ndo tiveram contato com
individuos infectados pelo virus SARS-CoV-2, uma vez que, estas amostras foram
obtidas antes da pandemia de COVID-19. Estes dados foram coletados através de
entrevista e que foram negativos nos testes de triagem soroldgica para Hepatite B (anti-
HBc, HBsAg), HCV (anti-HCV), HIV (anti-HIV-I e I), HTLV (anti-HTLV | e II),
doenca de Chagas (teste ELISA) e sifilis (VDRL)e assinatura do Termo de
Consentimento livre e Esclarecido - TCLE.

. Grupo de pacientes com COVID-19 ou G2:
Os individuos incluidos neste grupo, foram pacientes internados em enfermaria ou UT]I
de COVID-19 do Hospital Universitario Getulio Vargas - HUGV, que anuiram sua participacdo

ao projeto. Estes pacientes foram contatados pela equipe de enfermagem/residentes/equipe
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médica do hospital, para aplicacdo do TCLE ao paciente ou seus familiares. Dessa forma, foram

incluidos:

a)

Individuos com infeccdo por SARS-CoV-2 confirmada por diagnostico

molecular e com COVID-19 estabelecida, atendidos no HUGV

b) Ambos os sexos;

c)

Idade entre 18 e 60 anos;

1. Grupo de individuos convalescentes ou G3:

Foram incluidos pacientes convalescentes da infeccao pelo SARS-CoV-2, atendidos no

HEMOAM, e que seguiram os critérios de inclusdo para a triagem dos pacientes convalescentes

de acordo com as diretrizes:

a)

b)

c)
d)

Individuos com resultado de RT-PCR positivo para SARS-CoV-2 e
assintomatico ha pelo menos 14 dias;

Sexo masculino ou feminino;

Idade entre 18 e 60 anos;

Que durante a infeccdo por COVID-19, apresentaram comprometimento clinico
com internacdo ou nao;

Que estejam aptos nas triagens clinica, hematoldgica, sorolégica e molecular
conforme portaria de consolidacdo 5 do Ministério da Satde de 2017;

Que possua anticorpos ou ndo anticorpos especificos anti-SARS-CoV-2

detectaveis;

Para estes pacientes, com o intuito de observar aspectos da resposta imunolégica, como

o perfil de mediadores imunoldgicos mediante a convalescéncia da infecgdo por SARS-CoV-2,

utilizamos os seguintes tempos de coleta: D30 (30 dias apds a infec¢do), D60 (60 dias apos a

infeccdo) e D90 (90 dias apds a infec¢do).

4.6 Critérios de ndo-inclusao

N&o foram incluidos gravidas e indigenas no presente estudo, e pacientes atendidos no

HUGYV que apresentaram resultado negativo para o diagnostico molecular de infec¢do por

SARS-CoV-2. Para o grupo 3, ndo foram incluidos candidatos com doenca sintomatica no

momento de sua inclusdo no estudo ou que ainda apresentavam teste RT-PCR positivo para

SARS-CoV-2, além de candidatos que apresentaram inaptiddo em alguma das triagens: clinica,

hematologica, sorologica ou molecular, conforme portaria de consolidagdo 5 do Ministério da
Saude de 2017.
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4.7 Critérios de exclusédo
Foram excluidos do presente estudo, individuos com amostra insuficiente para a

realizacéo dos testes e que ndo possuiam todos os tempos de coleta.

4.8 Coleta de dados

Dados sociodemogréficos, sintomas clinicos, comorbidades, exames laboratoriais de
rotina, exames imunolodgicos, intervencdes clinicas e desfecho, foram coletados dos sistemas
de prontuario eletrénico do HUGV. Para avaliacdo da gravidade clinica, e em virtude da
auséncia de dados que nos possibilitassem uma melhor classificagédo, esses pacientes foram
classificados em grave e ndo-grave, conforme os seguintes critérios: uso de ventilagdo
mecanica, internacdo em UTI ou enfermaria e desfecho clinico, obtidos diretamente do sistema
de prontuario eletrénico do HUGV.

As amostras de sangue periférico foram coletadas por puncdo venosa em tubos com
sistema a vacuo. As coletas foram realizadas em 138 participantes do estudo, em tubo com gel
separador (Gel BD SST® Il Advance®) para dosagem e quantificacdo de citocinas, tubos com
o anticoagulante Acido Etilenodiamino Tetra-Cético (EDTA) (BD Vacutainer® EDTA K2)
para os testes moleculares, e tubos com anticoagulante heparina (BD Vacutainer®), para
dosagem e quantificacdo de STREM-1.

4.9 Extracédo de DNA

A extracdo de DNA gendmico das amostras dos trés grupos foi realizada utilizando um
protocolo de extragcdo com Trizol®, conforme descrito a seguir:

Em Tubos Eppendorf de 2mL, foram adicionados 200uL de sangue total previamente
homogeneizado, e em seguida, 400uL de Trizol® gelado (4°C) também foram adicionados aos
tubos. Em seguida, a solucéo foi levada ao vortex para ser homogeneizada até adquirir aspecto
homogéneo. Em continuidade, 100uL. de Cloroformio gelado (4°C) foram adicionados a
solugdo, e misturados no vortex até adquirir uma coloragdo “cor de chocolate”. Apds isso, os
tubos foram submetidos a centrifugacdo por 12 minutos a 10.000 rpm em temperatura ambiente.
Apos a centrifugacdo, os tubos foram cuidadosamente retirados da centrifuga para verificar se
a solucdo estava dividida em duas partes. Na sequéncia, a fase sobrenadante contendo o DNA
gendmico foi transferida cuidadosamente para Tubos Eppendorf de 1,5mL previamente
identificados. Logo, 500uL de etanol 100% gelado (4°C) foram adicionados aos tubos contendo
a fase sobrenadante, e em seguida os tubos foram homogeneizados em vortex até que se
observou a formacao de um precipitado. O precipitado foi usualmente visualizado em 30 a 60

segundos. Apds isso, 0s tubos foram centrifugados por 15 minutos a 10.000 rpm em temperatura
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ambiente, e 0 sobrenadante descartado. Depois, mais 500uL de etanol 100% gelado (4°C) foram
adicionados aos tubos, que foram submetidos a centrifugacdo por 12 minutos a 10.000 rpm em
temperatura ambiente. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o etanol residual removido
com pipeta. Apds isso, os tubos foram colocados em banho seco a 56°C por 10 minutos, e na
sequéncia, 100uL de agua destilada estéril foram adicionados em cada tubo (H20dd) para eluir
0 DNA. Dessa forma, a concentracdo do DNA extraido foi verificada por meio do
espectrofotdbmetro Nanodrop modelo 2000c (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). Em
seguida, as amostras de DNA foram congeladas a -20°C para posterior realizacdo de testes

moleculares.

4.10 Genotipagem

A genotipagem das variantes foi realizada através da técnica de Real-Time Quantitative
PCR (qPCR), utilizando sondas fluorescentes TagMan alelo-especificas, conforme descrito na
tabela abaixo, que permitem a discriminagdo dos SNVs estudados.

As reacdes de PCR em Tempo Real foram realizadas com 1,375uL de agua ultrapura,
2,5uL do genotyping Master Mix (2x), 0,125uL de ensaio TagMan® (40x), contendo 36uM de
cada primer e 8uM de cada sonda TagMan®, 1uL. de DNA genomico, com volume final de
S5uL, conforme descrito na tabela abaixo. O termociclador StepOnePlus Real-Time PCR
Systems foi utilizado para amplificacdo dos fragmentos de interesse, com 0s seguintes
parametros de ciclagem: 95°C por 10 minutos para ativacdo, 50 ciclos a 95°C por 15 segundos

para desnaturacédo e 50 ciclos a 60°C por 1 minuto para anelamento e extens&o.

Tabela 1: Descricdo das variantes, localizacdo do genoma e sondas.

Referéncia  Localizacdo no

Gene 42 vari Sondas*
a variante genoma
52934737 C.73AST TCTTTCAGTTCATACTTTTCCTCAG[A/T
TREML (éxon 4) ITAATTTAGTTGCAGCTCGGAGTTCT

12234246 C.*123G>A GTGAGACGCTGACTTTAGAAATAGCIC/
(prox. ao éxon 2)  TIGGTGATTACAGATTTAATTCATGTT

Legenda: *Identificacdo dos fluoréforos (VIC e FAM) de acordo com seu respectivo alelo. O fluoréforo VIC
marca o alelo da sequéncia de referéncia (selvagem) e o FAM marca o alelo variante (mutante).

4.11 Dosagem e quantificacdo de citocinas por Luminex

As citocinas: IL-1p, IL-6, CXCL8, CCL3, CCL2, TNF-a e IFN-y, envolvidas na
resposta imune foram quantificadas a partir de amostras de soro através da técnica de Luminex,
que utiliza beads magnéticas com diferentes intensidades de fluorescéncia, conjugadas a
anticorpos especificos para cada molécula a ser analisada. O kit utilizado foi o Bio-Plex

ProHuman Cytokine Screening Panel, 48-Plex (Bio-Rad), seguindo o protocolo e as
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recomendag0es do fabricante. A dosagem foi realizada no equipamento Luminex 200 System
e analisada pelo software Bioplex Manager.

4.12 Dosagem e quantificacdo de STREM-1, MMP-8 e MMP-2 por ELISA

Os niveis séricos de STREM-1, foram dosados a partir de amostras de soro e plasma
heparinizado, através do ensaio imunoenzimatico ELISA, com a utilizagdo dos kits DuoSet-
Human TREM-1 (DuoSet-Human TREM-1, DuoSet-Human Total MMP-8 e DuoSet-Human
Total MMP-2, R&D System), seguindo as recomendacdes do fabricante.

4.13 Andlises estatisticas

Os resultados encontrados foram tabulados no programa Graphpad Prism 9.0.0.1, o qual
foi utilizado para realizar as analises estatisticas. Para analise genética, foi utilizado o software
R Studio e Graphpad Prism 9.0.0.1, para avaliacdo do Equilibrio de Hardy-Weinberg na
populagdo de estudo. O teste de normalidade Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar a
normalidade da distribuicdo dos dados. Para analise de duas variaveis, quando a distribuicdo
foi considerada normal e a variancia homogénea foram utilizados testes paramétricos, como
teste t ndo-pareado e teste t pareado. Quando a distribuigcdo ndo foi considerada normal, ou seja,
ndo foi gaussiana, foram utilizados os testes ndo paramétricos Mann-Whitney e o teste
Wilcoxon para dados pareados. Para comparagdes com trés ou mais de trés grupos, foi utilizado
0 ANOVA-One way seguido de comparacdo multipla de Tukey ou Kruskal-Wallis seguido de
comparagdo multipla de Dunn. As diferengas observadas foram consideradas significantes
quando p<0,05, e utilizados testes paramétricos e ndo paramétricos de acordo com a natureza

dos dados.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO



48

6 “INFLUENCIA DE VARIANTES NO GENE DO RECEPTOR TREM-1 NA
RESPOSTA IMUNOLOGICA A COVID-19”

RESUMO

A relagdo entre a resposta imunolégica e a COVID-19 tem sido amplamente estudada,
visando uma melhor compreensdo dos mecanismos imunolégicos envolvidos na infeccdo por
SARS-CoV-2. Apresentamos 0 Receptor Desencadeante Expresso em Células Mieloides 1
(TREM1), que é regulado positivamente na inflamacdo e integra uma extensa familia de
receptores de imunoglobulinas (lIg) descoberto nos anos 2000. A ativacdo de TREM-1
potencializa a inflamacdo, e algumas variantes genéticas no gene TREM1 tém sido estudadas e
associadas com o pior prognéstico em algumas doengas. Dessa forma, avaliamos a influéncia
de variantes no gene do receptor TREM-1 e sua associacdo com o perfil de mediadores soluveis,
em pacientes com COVID-19 e individuos convalescentes. As variantes rs2234237 e rs2234246
foram genotipados por gPCR em 138 participantes. A dosagem de CXCL8, CCL3, CCL2, IL-
1B, IL-6, TNF-o ¢ IFN-y, foi realizada por meio do ensaio Luminex. A dosagem de STREM-1,
MMP-8 e MMP-2 foi realizada pelo ensaio imunoenzimatico ELISA, em 48 participantes.
Resultados: O alelo T da variante rs2234237 pincipalmente em homozigotos, e genotipo C/T
da variante rs22342346, contribuem para o aumento de mediadores imunol6gicos na populagéo
de estudo. O alelo T da variante rs2234237 pincipalmente em homozigotos, e genétipo C/T das
variantes rs22342346, contribuem para o aumento de sTREM-1 na populacdo de estudo.
Pacientes com COVID-19, sobretudo com a forma grave, com comorbidades e que vieram a
Obito apresentaram niveis elevados de CXCL8, CCL3, CCL2, IL-1, IL-6, TNF-a ¢ IFN-y.
Convalescentes da COVID-19 apresentaram declinio nos niveis de mediadores imunolégicos
30 dias ap0s a cura clinica da infec¢do por SARS-CoV-2. Conclusdo: Este € o primeiro estudo
a investigar a relacdo entre variantes no gene do receptor TREM-1 e COVID-19 na Amaz6nia
Brasileira. Em conjunto, nossos dados mostram que as variantes rs2234237 e rs2234246 néo
estdo associadas significativamente a gravidade e/ou mortalidade na COVID-19. Novos estudos
incluindo outras variantes do gene TREM1 sdo necessarios para um melhor entendimento sobre
a atuacdo deste receptor no sistema imunoldgico e na modulacéo da liberacdo de mediadores
imunologicos em resposta a infecgdo por SARS-CoV-2.
Palavras-chave: COVID-19; variantes; TREM-1; plasma convalescente; SARS-COV-2;

inflamacéo.
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INTRODUCAO

A COVID-19 é uma infeccdo viral que atinge incialmente o trato respiratorio dos
individuos infectados pelo SARS-CoV-2, e apresenta um grande espectro de manifestacdes
clinicas e sintomaticas, que vao desde a auséncia de sintomas ao comprometimento de varios
Orgéos e sistemas fisioldgicos. Por tratar-se de uma infeccéo de alta transmissibilidade, a doenca
levou ao colapso de vérios sistemas de satde ao redor do mundo, em virtude dos alarmantes
numeros de infecgdes, internacdes e Obito, desde o registro do primeiro relato da doenca em
2019. 1,6,54-56

O SARS-CoV-2, pertence a familia Coronaviridae, ao género Betacoronavirus e estd
incluso no grupo IV pela classificagéo de Baltimore, com genoma de RNA de fita simples de
polaridade positiva (ssSRNA), com aproximadamente 26 a 32kb. A particula viral é envelopada,
com morfologia esférica com 100 a 160nm de diametro.*>26:5456

Os receptores de reconhecimento padrdo (PRRs), como os receptores TOLL (TLRs) e
NOD (NLRs), estdo presentes na membrana de diferentes tipos celulares, e reconhecem uma
ampla variedade de moléculas que estimulam o sistema imunolégico. Estes, por sua vez,
contribuem efetivamente com a resposta imune inata, e nesse sentido, sdo capazes de
desencadear sinalizagcdes que resultam na ativacdo de fatores de transcri¢do, que regulam de
forma positiva a expressdo de diversos genes da resposta imune, amplificando o processo
inflamatdrio podendo levar a danos locais ou sistémicos.*®

Dentre os receptores, que medeiam ou regulam a resposta imune, destacamos o Receptor
Desencadeante Expresso em Células Mielodides 1 (TREM-1), que € regulado positivamente na
inflamacdo e integra uma extensa familia de receptores de imunoglobulinas (Ig) descoberto nos
anos 2000. Sabe-se que a ativacdo do receptor TREM-1 desencadeia e potencializa a
inflamacéo, sendo que alguns polimorfismos nesse receptor tém sido estudados e associados
com o pior prognostico de algumas doengas.”®%>° No entanto, o papel desse receptor na
modulacgéo da resposta imune e cura da COVID-19, assim como a associac¢do de variantes no
gene desse receptor na populacdo do Amazonas, ainda ndo estdo bem estabelecidos. Dessa
forma, propomos avaliar as variantes genéticas rs2234237 e rs2234246 no gene TREML1 e sua
associacdo com a resposta imunoldgica em pacientes com COVID-19 e individuos
convalescentes da infec¢do por SARS-CoV-2, nos tempos de 30, 60 e 90 dias apds a cura clinica

da doenca.
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MATERIAIS E METODOS

Aprovacao ética e Tipo de estudo

Este estudo foi realizado na Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do
Amazonas — FHEMOAM, e aprovado pelo comité de ética em pesquisa sob n° de parecer:
4.126.784. As amostras de controles saudaveis foram obtidas antes da pandemia de um projeto
também realizado na Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas —
FHEMOAM, e aprovado pelo comité de ética em pesquisa sob respectivo n° de parecer:
1.982.466. Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
informado antes de sua participacao.

Trata-se de um estudo observacional descritivo analitico, com individuos
convalescentes e pacientes com COVID-19, atendidos na FHEMOAM e internados em
enfermaria ou UTI do Hospital Universitario Getdlio Vargas (HUGV), que anuiu sua
participacdo ao estudo, respectivamente.

Desenho do estudo e populagao

A populacdo do estudo é formada por trés grupos, compostos por individuos adultos,
ambos os sexos, conforme os seguintes critérios de inclusdo e exclusdo: 50 candidatos a
doadores de sangue, com mais de trés doacdes e que nao tiveram contato com o SARS-COV-
2, e que encontravam-se aptos aptos nas triagens clinica, hematoldgica, soroldgica e molecular
conforme portaria de consolidacdo 5 do Ministério da Saude (2017); 36 pacientes internados
em enfermaria ou UTI do Hospital Universitario Getulio Vargas (HUGV) com diagnostico
molecular por RT-PCR positivo para COVID-19; e 52 individuos convalescentes da COVID-
19, recrutados pela FHEMOAM entre julho e dezembro de 2020, que apresentaram ou nao
comprometimento clinico com internacdo durante o curso da doenca, que apresentaram aptidao
nas triagens clinica, hematoldgica, sorolégica e molecular conforme portaria de consolidacdo
n°5 do Ministério da Saude do Brasil (2017).

Coleta das amostras

De um total de 138 individuos participantes, foram coletadas aproximadamente 5 ml de
sangue periférico por puncao venosa, em tubos com sistema a vacuo contendo anticoagulante
EDTA (BD Vacutainer® EDTA K2) para testes moleculares, gel separador (Gel BD SST® I
Advance®) para dosagem de mediadores soluveis, e anticoagulante heparina (BD
Vacutainer®) para dosagem de STREM-1, MMP-8 e MMP-2. Para os doadores de plasma
convalescente, as coletas foram feitas 30, 60 e 90 dias apds teste molecular confirmatério da
COVID-19.
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A genotipagem e dosagem de mediadores solGveis foi realizada a partir de amostras de
sangue periférico coletadas em tubos com heparina e EDTA, de 50 individuos controles, 36
pacientes com COVID-19 e 52 doadores de plasma convalescente (n=138). Para dosagem de
MMP-8 e MMP-2 foram utilizadas amostras de plasma coletadas em tubos com heparina de 16
controles, 17 pacientes com COVID-19 e 15 doadores de plasma convalescente (n=48)
selecionados de forma aleatoria.

Extracdo de DNA
A extracdo de DNA gendmico das amostras dos trés grupos foi realizada a partir de
amostras de sangue total utilizando-se o Kit Brazol®, conforme as orienta¢des do fabricante.

Genotipagem

A genotipagem das variantes foi realizada pela técnica de PCR Quantitativo em Tempo
Real (QPCR), em microplacas de 96 pogos com 1,375 uL. de dgua ultra pura, 2,5 pL. de Master
Mix (1x), 0,125 pL de ensaio TagMan® (1x) e 1 uL de DNA genémico, com volume final de
5 pL. O Applied Biosystems QuantStudio™ 3 Thermocycler da Thermofisher Scientific
Biosystems foi usado para amplificar as sequéncias de interesse e discriminacao alélica sob as
seguintes condic¢bes: 95 °C por 10 min para ativagdo; 50 ciclos a 92°C por 15s para

desnaturacdo; e 50 ciclos a 60°C por 90 s para anelamento e extensao.

Dosagem de mediadores imunoldgicos

Os niveis séricos de CXCL8, CCL3, CCL2, IL-1B, IL-6, TNF-a e IFN-y, foram dosados
pela técnica de Luminex, com o kit Bio-Plex ProHuman Cytokine Screening Panel, 27-Plex
(Bio-Rad), conforme orientac6es do fabricante. Os dados foram adquiridos através do software
Bioplex Manager. Os niveis séricos de STREM-1, MMP-8 e MMP-2, foram medidos no plasma
usando um kit ELISA (DuoSet-Human TREM-1, DuoSet-Human Total MMP-2 e DuoSet-

Human Total MMP-8, R&D System) de acordo com as especificacdes do fabricante.

Analise de dados

Os dados demograficos, clinicos e laboratoriais foram apresentados em tabelas e
gréficos, elaborados no programa Excel (Microsoft Corporation). As variaveis categéricas sdo
expressas em valor absoluto (n) e frequéncia relativa (%). O software GraphPad Prism (versédo
9.0.1) foi utilizado para a analise estatistica entre grupos. A analise entre grupos independentes
foi realizada pelo teste qui-quadrado ou exato de Fisher para variaveis categoricas e teste t de

Student, teste de Mann-Whitney ou ANOVA para variaveis continuas.
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Os softwares R Studio e GraphPad Prism (versdo 9.0.0) equilibrio de Hardy-Weinberg
(HWE), foram utilizados para avaliar o equilibrio de Hardy-Weinberg na populacéo de estudo.

RESULTADOS

Foram analisados os dados clinicos e demogréficos de 138 participantes do estudo, sendo:
50 individuos controles, 36 pacientes com COVID-19 e 52 individuos convalescentes da
infeccdo por SARS-CoV-2.

Caracteristicas demogréficas, clinicas e hematologicas da populagdo de estudo

Os dados foram representados por mediana x IQR (Intervalo Interquartil), desse modo,
a mediana da idade do grupo controle foi 29,50 (22,75-41,50), a de pacientes com COVID-19
foi 44,50 (33,50-49,50), e no grupo de individuos convalescentes foi 40,00 (30,00-50,75).
Foram observadas diferencas estatisticamente significativas na comparagdo entre grupo
controle e pacientes com COVID-19 (p<0,0001), e na comparacdo grupo controle com
individuos convalescentes (p0,0039), como ilustrado na tabela abaixo. O sexo masculino foi
predominante em todos os trés grupos: 74% no grupo controle, 61,11% no grupo de pacientes
com COVID-19 e 78,85% no grupo dos individuos convalescentes.



Tabela 1: Caracteristicas demograficas e parametros hematoldgicos da populacéo em estudo.

Convalescentes

Controles COVID-19 (N=52) Valor de p
(N=50) (N=36) D30 D60 D90
Caracteristicas demograficas
2<0,0001
. 29,50 44,50 40,00 b (
Idade, mediana, (IQR) 55 75.4150)  (33,50-49,50) (30,00-50,75) oo
Sexo, N (%)
Masculino 37 (74%) 22 (61,11%) 41 (78,85%) 01785
Feminino 13 (26%) 14 (38,89%) 11 (21,15%) ’
Dados Laboratoriais, mediana, (IQR)
2<0,0001
®0,4499
¢0,0249
6 6,34 7,54 6,87 6,23 6,48 e
RBC (x 10%/uL) (5,15-7,05) (5,74-10,21) (5,89-7,46) (5,75-7,11) (5,76-7,80) 68'38%
f0,0867
90,0036
2<0,0001
®0,0582
¢0,0010
: 14,95 12,20 14,25 14,05 14,24 o
Hemoglobina (9/dL) 15 95'16.03)  (0,72-14.68) (13331500)  (13031480) (1320-1498) 000l
f0,3350
90,0458
2<0,0001
Hematocrito (%) 44,90 36,40 42,45 41,55 43,07 0 2642

(41,15-47,48)

(29,00-43-58)

(40,35-45,25)

(38,45-44,40)

(39,85-45,55)

€0,0083
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90,6649
¢0,0456
f0,7011
90,0143

87,85

VCM (fL) (84,35-90,43)

89,50
(85,55-93,23)

88,25
(84,95-91,45)

88,50
(85,95-91,65)

89,50
(85,23-91,70)

a,b,cdef
9>0,05

29,75

HCM (pg) (28,75-30,73)

29,40
(28,03-30,55)

29,80
(28,70-30,68)

30,00
(28,60-30,78)

29,65
(27,93-30,80)

a,b,cdef
9>0,05

34,00

CHCM (g/dL) (33,05-34,63)

32,40
(32,03-33,30)

33,40
(32,70-34,35)

33,54
(32,70-34,30)

33,45
(32,62-34,20)

a<0,0001
b>0,9999
©>0,9999
4>0,9999
¢0,0055
f0,0049
90,0088

6,34

WBC (x 10%/uL) (5,15-7,05)

7,54
(5,74-10,21)

6,87
(5,89-7,46)

6,23
(5,75-7,11)

6,48
(5,76-7,80)

30,0690
®0,6513
©>0,9999
9>0,9999
€>0,9999
f0,1709
9>0,9999

3,38

Neutrofilos (x 10%/uL) (2.80-4.27)

5,28
(3,32-7,98)

3,99
(3,20-4,53)

3,68
(3,14-4,21)

3,77
(3,17-4,41)

30,0004
®0,3126
©>0,9999
09,9953
€0,2583
f0,0087
90,0727

1,84

Linfdcitos (x 103/uL) (157-2.20)

1,40
(0,95-2,13)

2,00
(1,68-2,27)

1,96
(1,59-2,37)

1,08
(1,58-2,30)

%0,1719
”>0,9999
©>0,9999
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>0,9999
°0,0040
70,0080
90,0128

40,0082
®0,0917
0,37 ©>0,0999

i ; 0,38 0,46 0,42 0,35 3 s
Monacitos (x 10L) 550 42) (0,37-0,55) (0,35-0,47) (0,31-0,40) (0,28-0,43) eiggggg
10,0019
90,0054

Plaquetas (x 109/L) 2455 215,0 248,0 240,0 2425 abcdef
. H (216,0-284,0)  (154,8-347,3) (199,8-2845)  (214,8-2585)  (206,5-267,8) 90,05

Legenda: Abreviagbes: SD: Desvio Padrdo; os dados estdo apresentados como intervalo interquartil (IQR), (%), ou n/N. 2Controle vs COVID-19; "Controle vs
Convalescentes D30; °Controle vs Convalescentes D60; “Controle vs Convalescentes D90; *COVID-19 vs Convalescentes D30; fCOVID-19 vs Convalescentes
D60; 9COVID-19 vs Convalescentes D90; Os dados foram comparados usando o teste qui-quadrado ou teste exato de Fisher para varidveis categéricas e analise de
variancia (ANOVA) pelo teste de Kruskall Wallis, seguido do teste de Dunn’s para multiplas comparagdes, e teste t ndo paramétrico de Mann-Whitney, foram
usados para varidveis continuas. p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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A tabela 2 descreve as principais caracteristicas dos pacientes com COVID-19, como
comorbidades, no grupo de pacientes com COVID-19 18 (50,00%) pacientes possuiam alguma
comorbidade e 18 (50,00%) nao possuiam comorbidades. Dentre as comorbidades existentes,
diabetes (55,55%) e hipertensao (55,55%) foram as mais frequentes.

Outras comorbidades também foram relatas como, Insuficiéncia Renal Aguda,
Leucemia, Osteoporose, Artrite Reumatoide, LUpus Eritematoso Sistémico, Tumor cerebral e
Macroadenoma Hipofisario. Em relacdo ao uso de medicamentos, ainda no grupo de pacientes
com COVID-19, 9 (25,00%) fizeram uso de algum medicamento e 27 (75,00%) nédo fizeram
uso de nenhuma medicagao.

Os dados de internacdo, mostram que 19 (52,78%) dos pacientes com COVID-19, foram
hospitalizados. Destes, 3 (8,33%) foram internados em leitos de enfermaria e 16 (44,44%) em
leitos de UTI. Ainda, por conta da falta de critérios clinicos e laboratoriais que possibilitassem
uma melhor classificacdo de acordo com a gravidade clinica desses pacientes, estes por sua vez,
foram classificados em grave e ndo grave com base em alguns dados e informacg6es (uso de
ventilacdo mecanica, internacdo em UTI ou enfermaria e desfecho clinico) relatados nos
prontudrios eletrdnicos obtidos e estabelecidos pela equipe médica do HUGV. Desse modo, 15
(41,67%) foram classificados como grave e 21 (58,33%) como ndo grave. Sobre uso de suporte
respiratdrio, dos 19 pacientes internados, 14 (38,86%) fizeram uso de suporte respiratorio como
ventilacdo mecanica. Com relacéo ao desfecho, dos pacientes internados, 12 (63,16%) pacientes

obtiveram alta e 7 (36,84%) vieram a Obito.

Tabela 2: Caracteristicas clinicas dos pacientes com COVID-19.

COVID-19
(N=36)

Comorbidades, N (%)
Sim 18 (50,00%)
Diabetes mellitus 10 (55,55%)
Hipertensao 10 (55,55%)
Outras Comorbidades 10 (55,55%)
N&o 18 (50,00%)

Uso de medicamentos, N (%)




Sim

9 (25,00%)

Nao

27 (75,00%)

Gravidade Clinica, N (%)

Grave

15 (41,67%)

Nao Grave

21 (58,33%)

Hospitalizacédo, N (%0)

Sim

19 (52,78%)

Nao

17 (47,22%)

Internacéo, N (%)

UTI

16 (44,44%)

Enfermaria

3 (8,33%)

Néao Internados

17 (47,22%)

Suporte Respiratorio, N (%0)

Sim

14 (38,89%)

Nao

22 (61,11%)

Desfecho, N (%0)

Alta

12 (63,16%)

Obito

7 (36,84%)

Genotipos e frequéncias alélicas das variantes rs2234237 e rs2234246 do gene TREM1
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A frequéncia genotipica e alélica dos SNVs estudados estdo descritos na tabela abaixo,

no entanto, ndo houveram diferencas estatisticamente significantes nas comparacées. O teste

de Equilibrio de Hardy-Weinberg foi aplicado, e ambas as variantes se encontravam em

equilibrio. Por conta no N amostral, ndo foi possivel realizar analise do equilibrio ajustada por

variaveis como, sexo e idade.
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As frequéncias também foram analisadas e para a variantes rs2234237, o gendtipo T/T
foi o mais frequente em ambos o0s grupos controle e pacientes com COVID-19, apesar do valor
de p ndo ser estatisticamente significante, e em ambos 0s grupos o alelo T também foi 0 mais
frequente. Para a variante rs2234246, o genétipo C/T foi o mais frequente em ambos 0s grupos,
e o0 alelo C foi o alelo mais frequente no grupo de pacientes com COVID-19, e o T foi 0 alelo
mais frequente no grupo controle.

Tabela 3: Frequéncia dos alelos e gendtipos dos polimorfismos no gene TREM1 em pacientes
com COVID-19 e individuos controles

Polimorfismo, Grupo i o Valor ~
Gendtipo ou Alelo  Controle COVID-13 - OR (C195%) dep Comparagoes
rs2234237 AIT (N=45) (N=34)
A/Avs AIT +
AIA ) ) i ) T
10 0 0,00 (0,000 -
AIT (22.22%) 10(29,41%) 9.900) >0,9999 A/Avs AIT
35 23 0,00 (0,000 -
TIT (77.78%)  (65.57%) 6.171) 0,4068  A/AvsT/T
A 10 12
(11,11%)  (17.65%) 05833 (02302 e,
T 80 56 -1,384) '
(88,89%)  (82,35%)
rs2234246 /T (N=ap) (N=35)  OR (CI 95 %) \ga;'%r Comparagdes
13 0,3385 (0,1274 - C/ICvsCIT +
CI/IC 7 (16,67%) (37.14%) 1028) 0,0665 T
26 15 0,3107 (0,1061 -
CIT (6190%)  (42.86%) 0.9104) 0,0553 CIC vs CIT
T 9 (21,43%) 7 (20,00%) 0'418186(%1)208 03128 CICvsT/T
C 40 41
(47,62%) (58,57%)  0,6430 (0,3343 - 0.1971
T 44 29 1,209) ’

(52,38%)  (41,43%)

Legenda: OR: razdo de chances. IC 95%: intervalo de confianga de 95%. As analises estatisticas foram conduzidas
usando o teste Exato de Fisher e valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Modelos genéticos:
Dominante: comparacéo de frequéncia homozigota para alelo selvagem com heterozigoto + homozigoto para alelo
polimorfico. Codominante: comparacdo de frequéncia homozigota para alelo selvagem + heterozigoto. Recessivo:
comparacao de frequéncia homozigota para alelo selvagem + homozigoto para alelo variante.

As frequéncias também foram analisadas de acordo com a classificacdo de gravidade
dos pacientes com COVID-19, e para a variantes rs2234237, o genotipo T/T foi o mais
frequente em ambos 0s grupos, apesar do valor de p nao ser estatisticamente significante, e em

ambos o0s grupos o alelo T também foi 0 mais frequente. Para a variante rs2234246, o genétipo
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CI/C foi o mais frequente no grupo grave e o gendtipo C/T foi o mais frequente no grupo nao
grave. J& o alelo C, foi o mais frequente em ambos 0s grupos.

Tabela 4: Frequéncia dos alelos e genotipos dos polimorfismos no gene TREM1 em pacientes
com COVID-19 estratificados em grave e ndo grave.

Polimorfismo, Nao Valor

. )
Gendtipo ou Alelo Grave Grave OR (C1 95 %) dep Comparagoes
rs2234237 AIT i (=a0)
AIA 1(7,14%) ; ; AIA ‘flfl T+
AIT 5(35.71%) 55 - | -(000250)  >09%99  A/AVSATT
T 8 (57,14%) (75105(‘)% | -(01852) 03750  AAVSTT
5
0,
A 725%) (o500 2,333 (0,6606-
35 7,615) 0,2106
T 2L(T5%) (g7 e
rs2234246 C/T (N=15) (N=20) OR (CI 95 %) \(/jaelcr))r Comparagdes

6 2,042 (0,5270-

C/C 7 (46,67%) (30,00%) 7719) 0,4810 CI/CvsCIT+T/T
CIT 6 (40,00%) 45’80% | 1’755(3)1‘(1%74)156' 07051  CICvsCIT
T 2 (13,33%) (25’(5)0% ) 2’91;(’%'{‘)855' 03742  CICVsTIT
c 20 21
(66,67%)  (525%) 1,810 (0,6888- 1 ,,-q
T 10 19 4,574) !

(33,33%)  (47,5%)

Legenda: OR: razdo de chances. IC 95%: intervalo de confianga de 95%. As analises estatisticas foram conduzidas
usando o teste Exato de Fisher e valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Modelos genéticos:
Dominante: comparacéo de frequéncia homozigota para alelo selvagem com heterozigoto + homozigoto para alelo
polimérfico. Codominante: comparagdo de frequéncia homozigota para alelo selvagem + heterozigoto. Recessivo:
comparacao de frequéncia homozigota para alelo selvagem + homozigoto para alelo variante.

Ainda, a frequéncia também foi avaliada acordo com o desfecho clinico dos pacientes
com COVID-19, e para a variantes rs2234237, o genétipo T/T foi o mais frequente em ambos
0s grupos, apesar do valor de p ndo ser estatisticamente significante, e em ambos 0s grupos o
alelo T também foi o mais frequente.

Para a variante rs2234246, o genotipo C/C foi o mais frequente no grupo alta, € o
gendtipo C/T foi o mais frequente no grupo 6bito. O alelo C foi 0 mais frequente no grupo alta,
e no grupo obito ambos os alelos foram igualmente frequentes. No entanto, o valor de p nédo

tenha sido estatisticamente significante.



60

Tabela 5: Frequéncia dos alelos e genétipos dos polimorfismos no gene TREM1 em pacientes
com COVID-19 estratificados de acordo com o desfecho clinico em alta e 6bito.

Polimorfismo, oy 0 Valor ~
Genétipo ou Alelo Alta Obito  OR (CI 95 %) dep Comparagdes
rs2234237 AIT (N=12) (N=6)
AJA 1(8,33%) . . i AIA ‘f/TA/ T+
2
AT 5 (41,67%) (3333%) (0,03704-) >0,9999  A/Avs AT
4
0, - -
T/IT 6 (50,00%) (66,67%) (0,06349-)  >0,9999 A/A Vs TIT
2
0,
A 7(29,17%) (16,67%) 2,059 (0,3946- 0.6855
T 17 10 11,11) '
(70,83%)  (83,33%)
rs2234246 C/T (N=12) (N=6)  OR (CI 95 %) \éi";r Comparacdes
2 2,500 (0,3928-
C/C 6 (50,00%) (33,33%) 15,72) 0,6332 CI/ICvsC/T+TIT
3 1,800 (0,2642-
CIT 5 (41,67%) (50,00%) 12.87) >0,9999 C/ICvs CIT
2 6,000 (0,4125-
0 H )
TIT 1 (8,33%) (33,33%) 98,57) 0,4909 C/ICvs T/T
C 17 7
(70,83%)  (50,00%) 2,429 (0,5556- 0.2979
7 8,609 ’
T 7 (29,17%) (50,00%) )

Legenda: OR: razdo de chances. IC 95%: intervalo de confianga de 95%. As anélises estatisticas foram conduzidas
usando o teste Exato de Fisher e valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Modelos genéticos:
Dominante: comparacédo de frequéncia homozigota para alelo selvagem com heterozigoto + homozigoto para alelo
polimorfico. Codominante: comparacdo de frequéncia homozigota para alelo selvagem + heterozigoto. Recessivo:
comparacao de frequéncia homozigota para alelo selvagem + homozigoto para alelo variante.

Influéncia das variantes rs2234237 e rs2234246 nos niveis de STREM-1 na populacdo de
estudo
A fim de avaliar a possivel influéncia dos SNVs estudados sobre 0s niveis séricos de

STREM-1, analisamos 0s niveis séricos de STREM-1 por gendtipo de cada variante estudada.
Observamos que para a variantes rs2234237, o alelo T, principalmente em homozigose, parece
favorecer 0 aumento de STREM-1 em todos os grupos estudados. Ao passo que, para a variante
rs2234246, observarmos que no grupo dos controles, o alelo T especialmente em homozigose,
parece favorecer o aumento de STREM-1. Entretanto, no grupo de pacientes com COVID-19 e
no grupo de individuos convalescentes, observamos que o alelo C aparentemente favorece o

aumento nos niveis séricos de STREM-1.
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Figura 1: Avaliacdo da influéncia da variante rs2234237 A/T sobre niveis séricos de STREM-1 em controles
saudaveis, pacientes com COVID-19 e individuos convalescentes da infecgdo por SARS-CoV-2. O grafico acima
ilustra a média + IC (intervalo de confianga) de 95% do valor sérico de STREM-1, avaliado conforme os genétipos
dos grupos estudados. GC (grupo controle). D30, D60 e D90 (individuos convalescentes, nos diferentes tempos
de acompanhamento). As analises estatisticas foram conduzidas usando o teste Kruskal Wallis e valor de p<0,05

foi considerado estatisticamente significativo. lll Refere-se ao gen6tipo AA, ao gendtipo AT e Il ao gendtipo
TT.
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Figura 2: Avaliacdo da influéncia da variante rs2234246 C/T sobre niveis séricos de STREM-1 em controles
saudaveis, pacientes com COVID-19 e individuos convalescentes da infeccdo por SARS-CoV-2. Os graficos
acima ilustram a média + IC (intervalo de confianga) de 95% do valor sérico de STREM-1, avaliado conforme os
gendtipos dos grupos estudados. GC (grupo controle). D30, D60 e D90 (individuos convalescentes, nos diferentes
tempos de acompanhamento). As analises estatisticas foram conduzidas usando o teste Kruskal Wallis e valor de
p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. [ll Refere-se ao gendtipo CC, Il refere-se ao gendtipo CT
e ao genotipo TT.

Outro achado em nosso estudo, refere-se ainda aos niveis de STREM-1, onde
conseguimos observar que no grupo controle e no grupo de individuos convalescentes da
COVID-19, verificamos que 58% e 46,1% desses individuos ndo produzem sTREM-1, ou ndo
tiveram a molécula detectada, respectivamente.

Curiosamente, 75% dos participantes no grupo controle que ndo tiveram STREM-1
detectavel pela técnica de Elisa sdo homozigotos para o alelo T especificamente para a variante
rs2234237. J& no grupo de individuos convalescentes, ainda analisando a mesma variante,
66,7% também sdo homozigotos para o alelo T.

Influéncia das variantes rs2234237 e rs2234246 nos niveis séricos de mediadores solUveis
na populacéo de estudo

Foram avaliados os possiveis efeito das variantes estudadas nos niveis de CXCLS,
CCL3, CCL2, IL-6, IL-1B, TNF-a e IFN-y. Nossos resultados mostraram que somente para IL-
1B houve diferenca estatisticamente significativa na comparagdo entre grupo controle e
pacientes com COVID-19 (p<0,05). Entretanto, para todos estes mediadores solluveis

analisados, o alelo T (homozigotos ou heterozigotos), demonstra ser o alelo que favorece o
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aumento da secrecdo desses mediadores, tanto em controles saudaveis quanto em pacientes com
COVID-19.
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Figura 3: Avaliacdo da influéncia dos gendtipos da variante rs2234237 A/T sobre niveis séricos de quimiocinas
e citocinas em controles saudaveis, pacientes com COVID-19 e individuos convalescentes da COVID-19. Os
gréaficos acima ilustram os niveis séricos de quimiocinas e citocinas em pg/mL, distribuidos conforme os genétipos
da variante rs2234237 A/T no grupo controle (GC) e COVID-19. As anélises estatisticas foram conduzidas usando
o teste Kruskal Wallis e valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Em continuidade, foi avaliada a influéncia das variantes rs2234237 nos individuos
convalescentes da COVID-19 nos diferentes tempos de acompanhamento (D30, D60 e D90), e
diferentemente do que foi demonstrado na comparacdo entre grupo controle e pacientes com
COVID-19, nossos resultados mostram diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) em
CCL3, IL-1B, TNF-a no tempo D30, CXCL8, CCL3, IL-1B, TNF-a no tempo D60, e D90.

Por conseguinte, assim como demonstrado anteriormente, para esta variante o alelo T
sobretudo em homozigose, aparenta ser o alelo responsavel por aumento na secre¢do de

quimiocinas e citocinas na comparagéo entre grupo controle e individuos convalescentes. Até
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o0 momento ndo h& estudo publicados avaliando os efeitos dessas variantes na concentracéo

sérica de mediadores solliveis na COVID-19.
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Figura 4: Avaliacdo da influéncia dos gendtipos da variante rs2234237 A/T sobre niveis séricos de quimiocinas
e citocinas em controles saudaveis e individuos convalescentes da COVID-19. Os gréaficos acima ilustram os niveis
séricos de quimiocinas e citocinas em pg/mL, distribuidos conforme os genétipos da variantes rs2234237 A/T no
grupo controle (GC) e individuos convalescentes da COVID-19 (D30). As andlises estatisticas foram conduzidas
usando o teste Kruskal Wallis e valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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Figura 5: Avaliacdo da influéncia dos gendtipos da variante rs2234237 A/T sobre niveis séricos de quimiocinas
e citocinas em controles saudaveis e individuos convalescentes da COVID-19. Os gréficos acima ilustram os niveis
séricos de quimiocinas e citocinas em pg/mL, distribuidos conforme os genétipos da variantes rs2234237 A/T no
grupo controle (GC) e individuos convalescentes da COVID-19 (D60). As andlises estatisticas foram conduzidas
usando o teste Kruskal Wallis e valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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Figura 6: Avaliacdo da influéncia dos gendtipos da variante rs2234237 A/T sobre niveis séricos de quimiocinas
e citocinas em controles saudaveis e individuos convalescentes da COVID-19. Os graficos acima ilustram os niveis
séricos de quimiocinas e citocinas em pg/mL, distribuidos conforme os genétipos da variantes rs2234237 A/T no
grupo controle (GC) e individuos convalescentes da COVID-19 (D90). As andlises estatisticas foram conduzidas
usando o teste Kruskal Wallis e valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Além disso, foi avaliada a influéncia da variante rs2234246 C/T nos niveis séricos de
mediadores sollveis na populacdo de estudo, e para isso, analisamos a influéncia dos genétipos
da variante rs2234246 tomando como base a concentracdo de quimiocinas e citocinas da
populacédo de estudo.

Dessa forma, encontramos diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) na
comparacao entre 0s genotipos versus concentracdo de mediadores, na comparagdo grupo
controle versus pacientes com COVID-19, para os niveis de CXCLS8 e IL-1f. Nossos resultados
mostram que individuos com alelo T, tanto heterozigotos como homozigotos do grupo controle,
apresentam niveis mais elevados de CXCLS8 e IL-1p quando comparados aos mesmos gendtipos
dos pacientes com COVID-19.

Além disso, também podemos observar que aparentemente, o genotipo C/T, aparenta
ser 0 genotipo que favorece o aumento na concentracdo sérica de mediadores sollveis tanto no

grupo controle quanto em pacientes com COVID-19.
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Figura 7: Avaliacdo da influéncia dos genotipos da variante rs2234246 C/T sobre niveis séricos de quimiocinas e
citocinas em controles saudaveis e pacientes com COVID-19. Os gréaficos acima ilustram os niveis séricos de
quimiocinas e citocinas em pg/mL, distribuidos conforme os genétipos da variantes rs2234246 C/T no grupo
controle (GC) e pacientes com COVID-19. As analises estatisticas foram conduzidas usando o teste Kruskal Wallis
e valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Por conseguinte, também avaliamos a concentracdo de mediadores sollveis por
gendtipo para a variantes rs2234246, analisando 0s genotipos versus concentracdo de
mediadores, comparando grupo controle versus convalescentes da COVID-19 no tempo D30,
como ilustra a figura 8.
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Figura 8: Avaliagdo da influéncia dos gendtipos da variante rs2234246 C/T sobre niveis séricos de mediadores
sollveis em controles saudaveis e individuos convalescentes da COVID-19 (D30). Os gréficos acima ilustram os
niveis séricos de quimiocinas e citocinas em pg/mL, distribuidos conforme os genétipos da variantes rs2234246
C/T no grupo controle (GC) e individuos convalescentes da COVID-19 (D30). As andlises estatisticas foram
conduzidas usando o teste Kruskal Wallis e valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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Nesse sentido, observamos que individuos do grupo controle com o genétipo C/C,
apresentaram niveis elevados de quando comparados a individuos convalescentes com
gendtipo C/C. Controles saudaveis com gendtipo C/T, apresentaram niveis elevados de
CXCL8, quando comparados aos convalescentes com os gendétipos C/T, niveis elevados de
CCL3 quando comparados aos convalescentes com os genétipos C/T e T/T, niveis elevados de
IL-1B quando comparados a convalescentes com gendtipo C/C, C/T e T/T, e niveis aumentados
de TNF-a, quando comparados aos genotipos C/C e C/T de individuos convalescentes. Ainda,
controles com gendtipo T/T apresentaram niveis elevados de CCL3 quando comparados a
individuos convalescentes com gendtipo C/T, e niveis aumentados de IL-1B, quando
comparados a convalescentes com genétipo C/C, C/T e T/T.
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Figura 9: Avaliagdo da influéncia dos gendtipos da variante rs2234246 C/T sobre niveis séricos de mediadores
soltveis em controles saudaveis e individuos convalescentes da COVID-19 (D60). Os gréaficos acima ilustram os
niveis séricos de quimiocinas e citocinas em pg/mL, distribuidos conforme os genétipos da variantes rs2234246
CIT no grupo controle (GC) e individuos convalescentes da COVID-19 (D60). As andlises estatisticas foram
conduzidas usando o teste Kruskal Wallis e valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo

Avaliamos ainda os efeitos da variante rs2234246 C/T sob os niveis de mediadores
soltveis, comparando grupo controle versus convalescentes no tempo D60. Por conseguinte,
no grupo controle, individuos com gendétipo C/C apresentaram niveis elevados de CCL3,
guando comparados a individuos convalescentes com genotipo C/T. Individuos com gendtipo
C/T, apresentaram niveis aumentados de CXCL8, quando comparados a convalescentes com
gendtipo C/T, niveis aumentados de CCL3, quando comparados a convalescentes com genétipo
CIC, CIT e TI/T, niveis elevados de IL-1B, em comparacdo a individuos convalescentes com
gendtipo C/C, C/T e T/T, e por fim, niveis mais altos de TNF-a, quando comparados a

individuos convalescentes com gendtipo C/C e C/T.
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Ainda, controles com genotipo T/T, apresentaram niveis mais altos de CCL3, em
comparacdo a convalescentes com genétipo C/T e T/T, e niveis elevados de IL-1B, em
comparacéo a individuos convalescentes com genotipo C/C, C/T e T/T.
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Figura 10: Avaliacdo da influéncia dos gendtipos da variante rs2234246 C/T sobre niveis séricos de mediadores
soltveis em controles saudaveis e individuos convalescentes da COVID-19 (D90). Os gréaficos acima ilustram os
niveis séricos de quimiocinas e citocinas em pg/mL, distribuidos conforme os genétipos da variantes rs2234246
C/T no grupo controle (GC) e individuos convalescentes da COVID-19 (D90). As andlises estatisticas foram
conduzidas usando o teste Kruskal Wallis e valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Ademais, também avaliamos a influéncia dos genétipos do SNV rs2234246 C/T sob os
niveis de quimiocinas e citocinas, dessa vez comparando grupo controle versus individuos
convalescentes no tempo D90.

Logo, individuos controles com genétipo C/C, apresentaram niveis elevados de CCL3,
IL-1B e TNF-0, em comparagdo a convalescentes com genotipo C/C. Por sua vez, controles
saudaveis com genotipo C/T, possuiam niveis aumentados de CXCL8,quando comparados a

convalescentes com genotipo C/C, niveis aumentados de CCL3, em comparacdo a individuos
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convalescentes com gendtipos C/C, C/T e T/T, niveis mais altos de IL-1B, em comparagédo a
convalescentes com geno6tipos C/C, C/T e T/T, niveis mais altos de TNF-a, em comparagdo a
convalescentes com gendtipo C/C e C/T, e niveis aumentados de IFN-y, em comparacdo aos
convalescentes que apresentaram genotipo C/C.

Os individuos controles com gendtipo T/T, por sua vez, apresentaram altos niveis de
CCL3, em comparacédo a convalescentes com gendtipo C/C, C/T e T/T, niveis aumentados de
IL-1B, em comparagdo a convalescentes com genotipo C/C e C/T, e niveis aumentados de TNF-

a e IFN-y, quando comparados a convalescentes com genotipo C/C.

Anélise do perfil de mediadores solUveis da populagédo de estudo

Com o intuito de avaliar o perfil de resposta imunoldgica dos pacientes com COVID-
19, verificamos os niveis séricos de 7 mediadores solUveis, descritos como principais moléculas
envolvidas na resposta imune a infeccdo por SARS-CoV-2, e associadas a ativacdo do receptor
TREM-1. Ainda, incluimos nesta anélise, STREM-1, MMP-8 e MMP-2, avaliando o0s niveis
séricos desses mediadores imunoldgicos, através da comparacao entre pacientes com COVID-
19 versus grupo controle, e observamos diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) na
comparacao entre os grupos, para os niveis de CXCL8 e MMP-8.

Apesar de ndo observarmos diferencas estatisticamente significantes na comparagéo
com o grupo controle, notamos que pacientes com COVID-19 apresentaram niveis elevados de
CCL2, IFN-y e STREM-1.
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Figura 11: Niveis séricos de mediadores sollveis em controles saudaveis e pacientes com COVID-19. Os graficos
acima representados em mediana + IC (intervalo de confianga) de 95%, ilustram os niveis séricos de mediadores
soluveis em pg/mL e ng/mL, na comparacéo entre grupo controle (GC) e pacientes com COVID-19. As anélises
estatisticas foram conduzidas usando o teste Mann-Whitney e valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. [ Refere-se ao grupo controle e I orupo de pacientes com COVID-19.

Avaliamos o perfil de resposta imunoldgica com base nos niveis de mediadores sollveis
nos pacientes com COVID-19, de acordo com a gravidade clinica destes individuos, entretanto,
como mencionado anteriormente, devido a auséncia de critérios clinicos e demais dados
laboratoriais que possibilitassem uma melhor classificacdo de gravidade clinica da doenca,
consideramos 0s seguintes parametros clinicos obtidos direto do prontuério eletrénico desses
pacientes (uso de ventilagdo mecénica, internacdo em UTI ou enfermaria e desfecho clinico),
para estratifica-los em grave e ndo grave.

Desse modo, de acordo com o status de gravidade clinica, foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas na comparacéo entre 0s grupos para os niveis séricos de CXCLS,
IL-6, IL-1B, TNF-a, IFN-y e MMP-8.



71

CXCL8 CCL3 ccL2 IL-6 IL-1B

B
=
>
@
S
@
o
o

*kkk

@
(=1
£
o
s
(=}
I

*kEK
*kkK

6 (pg/mL)
IL-1B (pg/mL)

b 204

CCL3 (pg/mL)
N
o
L

CXCL8 (pg/mL)
n
o

CCL2 (pg/mL)

(=]

o
Grave
Nao Grave
o
Grave
N&o Grave
o
GC
Grave
N&o Grave
o
1
GC
Grave
N&o Grave
GC
Grave
N&o Grave

TNF-a IFN-y MMP-8 MMP-2 STREM-1

300000 T 1000

@
o
o

B

o
o
=1

=
o
=]
o
o
I

w
o

TNF-a (pg/mL)
=
IFN-y (pg/mL)

200000 400
600

*

[=2]
o
2 (ng/mL)

400+

'S
o

100000 200

MMP-8 (ng/mL)
MMP
STREM-1 (pg/mL)

GC
GC

o o
N
(=] o
o
o
1
L)
o
[=] o
1
GC+—1
Grave -—|

GC

Grave
Nao Grave
GC

Grave
Nao Grave
Grave
Nao Grave
Grave
Nao Grave

Nao Grave-|

Figura 12: Niveis séricos de quimiocinas e citocinas em controles saudaveis e pacientes com COVID-19
estratificados em grave e ndo grave. Os gréaficos acima representados em mediana + IC (intervalo de confianga) de
95%, ilustram os niveis séricos de quimiocinas e citocinas em pg/mL e ng/mL, em pacientes com COVID-19, que
foram estratificados em comorbidades e sem comorbidades. As analises estatisticas foram conduzidas usando o
teste Kruskal Wallis e valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. B Refere-se ao grupo
controle (GC), lrefere-se ao grupo de pacientes com COVID-19 grave e refere-se ao grupo de pacientes

com COVID-19 ndo grave.
Como importante fator de risco para o agravamento da COVID-19, as comorbidades

figuram como elemento importante nesse contexto. Dessa forma, estratificamos o grupo de
pacientes com COVID-19, em pacientes com comorbidades e sem comorbidades, e também
avaliamos os niveis séricos de quimiocinas e citocinas nestes individuos. Assim sendo, foram
encontradas diferencas significativamente estatisticas (p<0,05) na comparacao entre 0s grupos,
para os niveis de CXCL8, CCL3, IL-6 e MMP-8.
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Figura 13: Niveis séricos de mediadores soliveis em controles saudaveis e pacientes com COVID-19
estratificados em comorbidades e sem comorbidades. Os gréficos acima representados em mediana + IC (intervalo
de confianga) de 95%, ilustram os niveis séricos de quimiocinas e citocinas em pg/mL e ng/mL, em pacientes com
COVID-19, que foram estratificados em comorbidades e sem comorbidades. As analises estatisticas foram
conduzidas usando o teste Mann-Whitney e valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Dessa
forma, [Jflcomorbidades e | sem comorbidades.

Avaliamos ainda, o perfil de mediadores soliveis em pacientes com COVID-19, de
acordo com o desfecho clinico registrado nos portuarios eletrénicos destes pacientes. Apesar
de ndo encontrarmos diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) na comparagédo entre 0s
grupos, podemos observar que os niveis de CXCL8, CCL3, IL-6, IL-1B, TNF-a, IFN-y e MMP-

8 estavam aumentados nos individuos que vieram a o6bito.
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Figura 14: Niveis séricos de quimiocinas e citocinas em controles saudaveis e pacientes com COVID-19
estratificados de acordo com desfecho clinico, em alta e ébito. Os graficos acima representados em mediana + IQR
(intervalo de confianga) de 95%, ilustram os niveis séricos de quimiocinas e citocinas em pg/mL e ng/mL, em
pacientes com COVID-19, que foram estratificados em comorbidades e sem comorbidades. As analises estatisticas
foram conduzidas usando o teste Kruskal Wallis e valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Refere-se ao grupo alta, refere-se ao grupo obito.
Outrossim, analisamos o perfil de mediadores soltveis em individuos convalescentes da

COVID-19 dos diferentes tempos de acompanhamento (D30, D60 e D90). Houveram
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) na comparacédo entre o grupo controle e 0s
tempos D30, D60 e D90 para CXCL8, CCL3, IL-1B, TNF-a. Além disso, foi observada também

diferenga significativa (p<0,05) para IFN-y somente na comparagdo entre grupo controle ¢ D90.
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Figura 15: Niveis séricos de mediadores soluveis em controles saudaveis e convalescentes da COVID-19, nos
tempos de 30, 60 e 90 dias ap6s a cura clinica da doenca. Os gréficos acima representados em mediana + IQR
(intervalo de confianca) de 95%, ilustram os niveis séricos de mediadores sollveis em pg/mL e ng/mL, no grupo
controle e individuos convalescentes da COVID-19. As analises estatisticas foram conduzidas usando o teste
Kruskal Wallis e valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Dessa forma, [l refere-se ao
grupo controle, [Jiij refere-se ao grupo D30, [ refere-se ao D60 e refere-se ao D90.

Uma matriz de correlacdo de Pearson também foi realizada para avaliar a correlagédo
entre parametro hematoldgicos, mediadores solUveis, metaloproteinases e STREM-1 em cada
grupo estudado. A partir disso, elaboramos redes de interacdo bioldgica para avaliar a dinamica
da reposta imunoldgica ao SARS-CoV-2. Desse modo, podemos observar que a dindmica de
interacdo entre os parametros analisados € diferente nos pacientes com COVID-19, quando

comparadas ao grupo controle e individuos convalescentes da infeccdo por SARS-CoV-2.
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Figura 16: Rede de interacdo de mediadores soltveis na populacéo na populagéo de estudo.

DISCUSSAO

A pandemia de COVID-19 abalou sistemas de satde e econdmico ao redor do mundo, e
levou a esforgos conjuntos de varios paises, em pesquisas que trouxessem evidéncias cientificas
e uma melhor compreensdo da transmissao do virus, da dindmica da resposta imunoldgica a

infeccdo, do processo de cura da doenca e possiveis medidas terapéuticas e de prevencdo, como
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as vacinas. Nesse contexto, conhecer e compreender varios aspectos relacionados a resposta
imunolodgica a infeccdo pelo coronavirus, possiveis tratamentos baseados em evidencias
cientificas, bem como, o surgimento de variantes virais, e entender como a genética dos
individuos poderia influenciar no curso clinico da infeccdo em um curto espaco de tempo, foi
desafiador. 54560

De acordo com o advento de evidencias cientificas que foram surgindo ao longo da
pandemia, a infeccdo por SARS-CoV-2 mostrou-se ser incialmente uma infecgédo respiratoria,
mas que também poderia apresentar-se como infeccdo sistémica, tendo em vista o
comprometimento de varios 6rgaos e sistemas. Além disto, foi visto que alguns pacientes com
COVID-19, poderiam ter sintomas persistentes da infecdo por semanas até meses ap6s 0 inicio
dos sintomas, 0 que muitos estudos estabeleceram como COVID-19 longa ou sindrome pos-
COVID-19. 54,55,60-62

Como visto anteriormente, nosso grupo de pacientes com COVID-19, é composto por
pessoas de mais idade quando comparado ao grupo controle e grupo de individuos
convalescentes, e a maioria sao individuos do sexo masculino, em conformidade com o que foi
demonstrado por Zhang e colaboradores. Ainda, em comparacéo ao grupo controle, os pacientes
com COVID-19, apresentaram niveis diminuidos de alguns parametros hematol6gicos como
hemoglobina, hematdcrito, linfocitos e plaquetas. Podemos observar ainda que, estes pacientes
também apresentaram discreta leucocitose com neutrofilia, que é frequentemente relatada em
achados laboratoriais de pacientes com COVID-19. Como observado em nosso grupo de
pacientes, linfopenia e neutrofilia tém sido frequentemente relatadas em pacientes com
COVID-19 em outros estudos, conforme demonstrado por Zhang e colaboradores, Xiaohog
Yuan e colaboradores e Xie J. e colaboradores. 3¢

Até o presente momento, pouco se sabe sobre a contribuicdo de variantes no gene
TREM1 em relacdo ao risco ou desenvolvimento da forma grave de doencas infecciosas. No
entanto, para ambas as variantes, nosso estudo demonstra que a frequéncia genotipica e alélica
se encontra em concordancia com as frequéncias demonstradas em Golovkin e colaboradores e
Su L. Liu e colaboradores e de Jesus M. e colaboradores.

Em continuidade, apesar de ndo encontrarmos diferencas estatisticamente significantes
na analise das frequéncias genotipicas e aléelicas para ambas as variantes, alguns estudos tém
observado que para a variante rs2234237, o alelo T pode ser fator de risco para maléria e doenca
de Behget em uma coorte coreana. No entanto, outros estudos demonstraram a falta de

associagdo dos genotipos da mesma variante na forma grave de sepse e choque séptico. *366-69
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De modo semelhante, para a variante rs2234246, apesar de ndo encontrarmos diferencas
estatisticamente significantes na analise das frequéncias genotipicas e alélicas, o alelo C,
demonstrou estar associado a aumento da suscetibilidade a ocorréncia de Sindrome Congénita
do Zika em bebés. "

Como mencionado anteriormente, a variante rs2234237 do gene TREM-1, é uma
variante missense onde ha a troca da base adenina pela timina na posicdo 41282728 da
sequéncia nucleotidica do gene, e isso resulta na troca do aminoacido serina pela treonina, na
posicdo 73 da cadeia polipeptidica. JA& 0 SNV rs2234246, é uma variante que se encontra
localizado na regido promotora do éxon 4 do gene TREM-1, onde h& a troca da base citosina
pela timina na posicdo 41276002 da sequéncia nucleotidica do gene.®” "

Verificamos que, nossos dados para avaliacdo da influéncia dos gendtipos do SNV
rs2234246 sob niveis séricos de STREM-1 para o grupo controle, estdo de acordo com o que
foi demonstrado por Arguinano e colaboradores, e Li Xiao e colaboradores, no entanto, essa
concordancia restringe-se ao grupo controle, visto que neste grupo, o alelo T, especialmente em
homozigose, aparentemente favorece aumento nos niveis de STREM-1.

Ainda, nossos achados revelam que, embora o alelo T do SNV rs2234237
aparentemente favoreca o aumento de STREM-1 em nosso estudo, também podemos observar
que a maioria dos individuos que ndo apresentam niveis de STREM-1 sdo homozigotos para 0
alelo T. Isso se deve ao fato de que, em todos os grupos estudados, e especialmente no grupo
controle, alguns individuos apresentaram niveis bastante elevados de sSTREM-1. Entretanto,
esses altos niveis de STREM-1 correspondem a individuos heterozigotos, ou seja, que
apresentaram o genétipo A/T da variante rs2234237. Até o momento, outros estudos ja foram
realizados com o intuito de avaliar os efeitos desses SNVs nos niveis séricos de STREM-1, no
entanto, ndo conseguiram demonstrar associa¢do entre 0s gendtipos da variante rs2234237 e a
concentracéo dindmica de STREM-1. ¢/

Sabe-se que a ativacao do receptor TREM-1 promove a liberagdo de muitos mediadores
pro-inflamatorios em resposta a infeccdo por diferentes de patdgenos tanto em modelos
humanos como em camundongos.”’>”® Em contrapartida, trabalhos anteriores mostraram que
em individuos com maléaria o alelo T da variante rs2234237, principalmente em homozigotos
T/T, apresentaram niveis elevados de mediadores pré-inflamatorios, corroborando nossos
achados para TNF-a no tempo D30, D60 e D90 nos individuos convalescentes. 74

Diferente dos nossos achados para CXCL8 e IL-1B, trabalhos anteriores nao

demonstraram associacao entre os gendtipos da variante rs2234237 sob os niveis de CXCL8 e
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IL-1P.%° Até 0 momento, ndo ha dados na literatura avaliando a influéncia dos gendtipos dessa
variante sob os niveis de CCL3. 5%

Nesse sentido, até o momento, ndo h& dados na literatura avaliando os efeitos das
variantes rs2234237 A/T e rs2234246 C/T sob os niveis de mediadores soliveis na COVID-109.
No entanto, em outras patologias, os efeitos dos gendtipos dessas variantes sobre o0s niveis de
mediadores imunoldgicos em condigdes como malaria, corroboram nossos achados. 439

Até 0 momento, ndo ha dados na literatura avaliando os efeitos da variante rs2234246
C/T sob os niveis séricos de CXCL8, CCL3 e IL-1p na COVID-19, ou até mesmo em outras
patologias. No entanto, trabalhos anteriores mostraram que controles com genétipo C/T
apresentaram niveis mais elevados de TNF-a e IFN-y, quando comparados ao genétipo C/T de
individuos com malaria, corroborando nossos achados para esses mediadores. 74

Os mediadores imunologicos tém sido extensivamente estudados no contexto da
COVID-19, seja na busca pela compreensdao da dinamica dessas moléculas na resposta
imunologica a infeccdo por SARS-CoV-2, efeitos nas células alvo, busca e estabelecimento de
biomarcador imunolodgico, previsdo de gravidade e mortalidade e melhor entendimento do
densenvolvimento da inflamc&o sistémica e tempestade de citocinas na doenca. "¢’

Nossos achados demonstram que, na comparacgao entre grupo controle vs COVID-19,
0s mediadores CXCL8, CCL-3, CCL-2, IL-1pB, IL-6, TNF-a ¢ IFN-y estdo aumentados em
nossa coorte de pacientes. Da mesma forma, na comparacdo entre pacientes com COVID-19
grave vs ndo grave, os mesmos mediadores citados acima estdo aumentados em pacientes
graves. lgualmente, na analise entre pacientes com comorbidades vs sem comorbidades e
analise de desfecho clinico comparando alta e 6bito, os mediadores CXCL8, CCL-3, CCL-2,
IL-1B, IL-6, TNF-a e IFN-y estavam aumentados em pacientes com comorbidades e individuos
que vieram a Obito pela doenca. Portanto, nosso achados sao corroborados por varios trabalhos,
gue tém demonstrado niveis aumentados dos mediadores imunolégicos CXCL8, CCL-3, CCL-
2, IL-1pB, IL-6, TNF-a e IFN-y, em pacientes com COVID-19, analise de gravidade da doenga
e desfecho clinico em individuos infectados pelo SARS-CoV-2.76-8

Em nossa coorte de pacientes com COVID-19, muitos apresentaram comorbidades
como diabetes e hipertensdo, o que pode potencializar a liberacdo de MMPs nesses individuos.
Outrossim, o estado inflamatorio desses pacientes, em virtude das comorbidades e aliado a
hiperativagdo do sistema imunologico em decorréncia da COVID-19, aparenta ser uma
explicacdo plausivel para os altos niveis de mediadores inflamatorios encontrados em nossa

coorte, 81:82
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Embora ndo tenhamos observado significancia estatistica nos niveis de mediadores
soltveis na analise de desfecho clinico comparando alta e 6bito, podemos observar que muitos
mediadores inflamatorios estavam aumentados em individuos que vieram a ébito pela doenca.
Ressalta-se que muitos destes pacientes que vieram a Obito, apresentavam comorbidades,
fizeram uso de ventilagdo mecénica e foram admitidos em UT]I, o que aponta para um quadro
de inflamac&o exacerbada nestes individuos.

A IL-6 é uma citocina pro-inflamatdria liberada por uma infinidade de tipos celulares
como, macrofagos, linfécitos, células dendriticas, linfocitos B e T, dentre outros, em resposta a
infeccdes e dano tecidual. Uma vez que atinge seu receptor, desencadeia vias de sinalizagéo
associadas a ativacdo da via JAK/STAT3, promovendo a producdo de diversos mediadores
imunoldgicos, envolvidos na sinalizacdo celular e expressdo génica, influenciando direta e
indiretamente na liberacdo de outros mediadores imunologicos. Nesse sentido, a atuacdo da IL-
6 é de extrema importante no controle das infec¢des virais, tendo em vista seu potencial de
atuaco nos diversos &mbitos da resposta imunoldgica.83*

A CXCLS8, € produzida e secretada por fagocitos e células mesenquimais, e atua como
importante molécula quimioatrativa e ativadora de neutrofilos na inflamacéo, e também é
promotora do crescimento e diferenciagdo de monocitos/macrofagos. 88 Além disso, CXCL8
também pode atuar na reestrutracdo do citoesqueleto celular, provocar mudancas nos niveis de
calcio no ambiente intracelular e contribuir para a ativacdo de integrinas e exocitose de
proteinas granulares. Em continuidade, CXCL8 também pode aumentar o metabolismo
oxidativo, além de perpetuar a sobrevivéncia de células endoteliais, proliferacdo celular e
angiogenese. 3-8 Adicionalmente, CXCLS8 atua induzindo a liberagio de metaloproteinases de
matriz, que por sua vez, possuem a capacidade de degradar produtos da matriz extracelular
como colageno, fibronectina, citocinas e quimiocinas, o0 que pode contribuir com o
compremetimento imunoldgico desses pacientes. 8% OQutros trabalhos, também reforcam
nossos achados para altos niveis de MMP-8 em pacientes com COVID-19. 9.9

As MMPs atuam de forma muito semelhante a outros mediadores sollveis como
quimiocinas e citocinas. Entretanto, suas fungdes compreendem o remodelamento de matriz
tecidual atraves das clivagem de moléculas que compdem essa matriz, clivagem de citocinas,
quimiocinas e fatores de crescimento que participam das respostas imunologicas, além de
receptores acoplados a membrana celular. Ainda, as MMPs em estado fisiologico, sdo pouco
expressas nos mais diversos tecidos humanos, em contrapartida, a inflamagéo, reparo e

renovacao tecidual, podem favorecer a liberagdo de MMPs em diversos tecidos. 46:47:93:94
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Em nosso estudo, nossos dados mostram que pacientes com COVID-19 apresentam
valores aumentados de STREM-1, apesar de ndo observarmos diferenga estatisticamente
signifivativa na comparacdo com o grupo controle. No entanto, como podemos observar, a
expressdo de STREM-1 segue 0os mesmo padrdo da expressdo de MMP-8 nesses individuos.
Aliado a isso, trabalhos anteriores sugeriram que MMPs podem contribuir como mecanismo de
liberagdo de STREM-1, no entanto, em nosso modelo de estudo ndo foi possivel determinar
iss0.% A funcio de STREM-1 permanece até 0 momento desconhecida, no entanto, na COVID-
19 e em outras patologias como sepse e malaria, STREM-1 tem sido proposto como um
biomarcador de gravidade e preditor de mortalidade,3%4043.96.97

Um estudo realizado no Hospital Santa Casa de Misericordia de Ribeirdo Preto e
Hospital Sdo Paulo de Ribeirdo Preto, no periodo de julho a dezembro de 2020, investigou o
papel do STREM-1 como biomarcador da gravidade e mortalidade da COVID-19 em 237
individuos. O referido estudo, demonstrou que o0s niveis séricos de STREM-1 foram
significativamente maiores entre os pacientes com doenca grave em comparacdo com todos 0s
outros grupos. Além disso, TREM-1 sollvel esta associado a moléculas inflamatérias e
comorbidades, e ao analisar mudancas longitudinais nesses pacientes, os referidos autores
observaram que STREM-1 foi Gtil na predi¢do de mortalidade em pacientes hospitalizados com
COVID-19.%®

Um estudo de Nooijer®®, demonstrou que niveis plasmaticos elevados de STREM-1 em
pacientes graves de COVID-19 estdo correlacionados com tempo de internacdo mais longo,
desenvolvimento de eventos tromboembdlicos e gravidade da doenca. Os referidos autores,
também relataram que STREM-1 esta associado a um aumento de mediadores inflamatérios
como proteina C reativa, ferritina, 1L-6, D-dimero, contagem de leucécitos e contagem de
linfécitos. Esses achados, demonstram que STREM-1 pode estar fortemente associado a
resposta inflamatoria sistémica nesses pacientes.

Tornai e colaboradores®”, demonstraram que em pacientes cirréticos e com infec¢cdo
bacteriana, niveis aumentados de STREM-1 estdo associados a gravidade da doenga,
especialmente em pacientes sépticos, pois estes apresentaram niveis séricos ainda mais
elevados. Além disso, STREM-1 também estd associado a mediadores inflamatorios nesses
pacientes, e € fortemente associado a mortalidade em 90 dias.

Wright e colaboradores®, buscaram identificar potenciais biomarcadores com
evidéncias preditivas convincentes de mortalidade em pacientes com suspeita de sepse. Os

referidos autores, relataram que STREM-1 e os demais biomarcadores quando analisados em
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conjunto melhoram a predicéo de mortalidade, e dessa forma, foram fortemente associados a
Obito em 28 dias.

Ainda, em pacientes com fibrose cistica, Forrester® demonstrou que niveis séricos
elevados de STREM-1, estdo correlacionados positivamente a niveis aumentados de MMP8 e
MMP9 quando comparados a individuos controles.

Jesus e colaboradores®, avaliaram mediadores inflamatérios na maléria durante a
coinfeccdo com enteroparasitas, e constataram niveis mais elevados de STREM-1 e IL-6 em
pacientes com malaria quando comparados a individuos controles. Entretanto, ao comparar
pacientes com malaria com pacientes coinfectados e com pacientes infectados por
enteroparasitas, os achados demonstraram uma leve diminuicdo nos niveis de STREM-1 no
grupo coinfectado. Aliado a isso, ao analisar a proporcao de citocinas pré e anti-inflamatorias,
a IL-10 apresentou-se mais elevada em pacientes coinfectados.

Em nossa coorte de individuos convalescentes da infeccdo por SARS-CoV-2,
observamos que os mediadores CXCL8, CCL3, IL-1B, TNF-a ¢ IFN-y estavam diminuidos nos
trés tempos de acompanhamento na compara¢do com o grupo controle. Poucos estudos tém
explorado a assinatura imunoldgica de mediadores soltveis em convalescentes da infeccdo por
SARS-CoV-2. Nossos achados contrastam com estudos feitos anteriormente, tendo em vista
que, nestes estudos, por sua vez, individuos infectados por SARS-CoV-2, permanecem com
niveis aumentados de alguns mediadores solUveis por varias semanas até muitos meses apos a
doenca,6162.100

Observamos ainda que, embora nao haja diferenca significativa na comparacéo entre 0s
grupos para os niveis de MMP-8, é possivel observar que em individuos convalescentes, mesmo
apos 30 dias de cura clinica da COVID-19, os niveis de MMP-8 sdo muito mais elevados
guando comparados ao grupo controle, e que ha uma leve tendencia de queda nos niveis,
conforme os tempos de acompanhamento destes individuos. Ainda, ao observarmos STREM-1,
vemos que este mediador soluvel, comporta-se de maneira semelhante a CCL2 e MMP-8,
mesmo que ndo haja diferenca significativa nas comparag6es entre 0s grupos.

A anélise das redes de interacdo bioldgica entre parametros hematologicos e mediadores
sollveis, nos mostram que pacientes com COVID-19 apresentam um padrdo de interacdo bem
diferente em comparacdo as redes de controles saudaveis e individuos convalescentes da
infeccdo por SARS-CoV-2 nos tempos de 30, 60 e 90 dias apos a cura clinica da doenca. Sabe-
se que a COVID-19 é uma infeccdo respiratdria que apresenta um amplo espectro de
manifestacdes clinicas, que vdo desde a auséncia de sintomas podendo progredir para sintomas

graves com faléncia multipla de 6rgaos e 6bito, 1.6:9.29.101
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Uma caracteristica marcante da doenca, que foi relatada em muitos pacientes que
evoluiram para forma grave, foi a sindrome da tempestade de citocinas, de modo que, em
virtude da hiperativacdo e desregulacéo do sistema imunologico, ocorre uma rapida elevacgéo
dos niveis de mediadores inflamatdrios em pacientes acometidos da infec¢do por SARS-CoV-
2, podendo levar ao comprometimento do funcionamento de varios 6rgdos durante o curso da
doenca.®929101 Como demonstrado em estudos anteriores, em decorréncia da infeccdo por
SARS-CoV-2 os niveis de mediadores sollveis podem permanecer elevados por algumas
semanas até meses apos a infecgéo,b1:62:100.102

Como principais limitaces do estudo temos, a auséncia de critérios clinicos que nos
possibilitassem estabelecer melhor classificacéo e estratificagdo dos pacientes com COVID-19.
Em nossa coorte de pacientes com COVID-19, muitos dos nossos pacientes apresentaram
comorbidades, e nesse sentido, poucos estudos avaliam os niveis STREM-1 em pacientes com
comorbidades como, hipertensdo e diabetes. Nosso estudo foi limitado devido ao tamanho da
coorte. Estudos com um ndmero maior de participantes seria necessario para compreender 0s

efeitos de STREM-1 em estado fisiologico e em condicdes de doenca.

CONCLUSAO

Este é o primeiro estudo a investigar a relacéo entre variantes no gene do receptor TREM-
1 e COVID-19 na Amazénia Brasileira. Em conjunto, nossos dados mostram que as variantes
rs2234237 e rs2234246 ndo estdo associadas significativamente a gravidade e/ou mortalidade
na COVID-19. Novos estudos incluindo outras variantes do gene TREM1 sdo necessarios para
um melhor entendimento sobre a atuacdo deste receptor no sistema imunoldgico e na
modulacédo da liberacdo de mediadores imunolégicos em resposta a infeccdo por SARS-CoV-
2.
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7 CONCLUSAO

O alelo T da variante rs2234237 foi o mais frequente na populacdo de estudo,
principalmente em homozigose. O gendtipo C/T da variante rs2234246 foi o mais frequente no
grupo controle e no grupo de pacientes com COVID-19, no entanto, o alelo C foi mais frequente
no grupo com COVID-19 e o alelo T foi 0 mais frequente no grupo controle. J& o genétipo C/C
da variante rs2234246, foi o mais frequente em pacientes com COVID-19 grave e no grupo
alta, e em ambos os grupos o alelo C foi 0 mais prevalente. Em contrapartida, o genétipo C/T
da mesma variante foi 0 mais frequente no grupo ndo grave de pacientes com COVID-19 e no
grupo Obito. No grupo Obito, ambos os alelos da variante rs2234246 foram igualmente
distribuidos.

Ainda, o alelo T da variante rs2234237 contribui para aumento na concentracdo de
mediadores imunologicos na populacdo de estudo. Em continuidade, para a variante rs2234246
o alelo T favorece o aumento na concentragdo de quimiocinas e citocinas no grupo controle, ao
passo que, o alelo C contribui para esse aumento no grupo de pacientes com COVID-19 e em
individuos convalescentes.

Também concluimos que o alelo T da variante rs2234237 contribui para 0 aumento nos
niveis séricos de STREM-1 na populacéo de estudo, ao passo que, para a variante rs2234246,
alelo T favorece o aumento da concentracdo de STREM-1 no grupo controle, e o alelo C
contribui para aumento nos niveis séricos de STREM-1 em pacientes com COVID-19 e em
individuos convalescentes da infeccdo por SARS-CoV-2.

Além disso, pacientes com COVID-19 apresentam niveis elevados de CXCL8, MMP-8 e
STREM-1, sobretudo pacientes com a forma grave da infeccdo, com comorbidades, e que
vieram a 6bito, também apresentaram niveis elevados desses mediadores sollveis, além niveis
séricos aumentados de CCL2, CCL3, IL-1p, IL-6, TNF-a e IFN-y.

Em nossa coorte de convalescentes, os niveis de mediadores imunologicos foram
significativamente diminuidos em todos os tempos de acompanhamento, sobretudo os niveis de
CXCLS8, CCL3, IL-1B, TNF-q.

Este é o primeiro estudo a investigar a relacdo entre TREM-1 e COVID-19 na Amazonia
Brasileira. Os resultados deste estudo poderdo contribuir para a identificacdo e determinagédo
da participacéo efetiva do receptor TREM-1 na modulagéo da resposta imune, essencial para o
entendimento da dindmica da resposta imunoldgica a infecgdo por SARS-CoV-2.
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9 APENDICES
9.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO -
DOADOR DE PLASMA CONVALESCENTE - Grupo 1
CAAE: 30975020.9.0000.0009

Centro de Pesquisa: Universidade Federal do Amazonas (UFAM)/ Fundacado Hospitalar de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM).

Projeto: Estudo de Biomarcadores Imunoldgicos em pacientes Convalescentes da infec¢cdo
pelo Virus SARS-CoV-2 (COVID-19).

Pesquisador Principal: Dra. Adriana Malheiro Alle Marie

Telefone de contato: (92) 99114-9478

Convidamos o Sr. a participar da pesquisa sobre o estudo de biomarcadores
imunolodgicos (proteinas presentes no sangue) em pacientes que se recuperaram da infecgéo
pelo Coronavirus. O objetivo desta pesquisa € descrever potenciais biomarcadores
imunolégicos e inflamatérios em Doadores de Plasma obtidos de pacientes que se recuperaram
da infeccdo pelo Virus SARS-CoV-2 (COVID-19) e associar com a cura e producdo de
anticorpos nestes individuos.

A sua participacao ¢ voluntaria e se ndo concordarem participar ou alterar a sua decisdo
e retirar o consentimento a qualquer momento do estudo, o seu tratamento nao sera prejudicado.
Seréa possivel fazer todas as perguntas que quiser em qualquer momento do estudo. Vocé tem
todo o tempo que quiser para decidir e discutir a situagdo com pessoas de sua confianca.

Para sua participacdo ha necessidade do preenchimento do questionario de rotina para
doacdo de amostras de sangue (equivalente a duas colheres cheias), verificacdo de peso e
pressdo arterial. Além disso, somente serdo aceitos individuos que possuam resultado de PCR
positivo para Coronavirus ou teste rapido IgM/IgG positivos, que estejam assintomaticos por
pelo menos 14 dias antes da coleta. Que ndo tenha recebido transfusdo nos ultimos 12 meses.
Que durante a infeccdo, apresentaram sintomas clinicos leves ou com necessidade de
internacdo. Que estejam aptos nas triagens clinica, hematologica e laboratoriais de rotina para
doacdo de sangue.

O senhor seré entrevistado por um médico/enfermeiro para registro de informag6es

sobre o tempo e sinais clinicos apresentados durante a infec¢do. Se o senhor estiver apto nas
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triagens anteriores, serd coletada uma amostra de seu sangue para a verificagdo da presenca de
anticorpos que protegem contra o Coronavirus e ainda uma amostra do interior de suas narinas
e garganta para verificar se o seu organismo eliminou completamente o Coronavirus. Se o
senhor estiver apto nas triagens acima, serdo realizados os exames de outras doencas como
Hepatite B, Hepatite C, HIV, Sifilis, Chagas e tipagem sanguinea. Com a aptiddo nestes exames,
sera agendada uma coleta de sangue para o estudo e posteriormente, sera realizado a coleta de
mais duas amostras de seu sangue, 60 e 90 dias ap0s a primeira coleta de amostra para verificar
a concentracdo de anticorpos contra o Coronavirus e das proteinas presentes no seu corpo.

Vocé ndo terd qualquer custo ou qualquer forma de pagamento/remuneragdo por sua
participacdo neste estudo. Solicitamos sua autorizagéo para armazenarmos uma amostra de seu
sangue e plasma para uma nova testagem se for necessario e outros exames que nao estejam
previstos aqui, mas que sejam necessarios para o estudo. O sangue coletado ficara armazenado
no biorrepositério da Fundacdo HEMOAM para futuras analises e avaliagfes ligadas ao projeto.
No caso de amostra insuficiente, quebra do tubo, hemdlise, o senhor serd avisado para que
retorne a0 HEMOAM para realizar nova coleta de sangue para a realizacdo dos exames.

Se vocé sofrer algum dano ou intercorréncia, devera falar para alguém da equipe da
pesquisa imediatamente ou em caso de emergéncia, podera contatar diretamente Dra. Adriana
Malheiro Alle Marie, pesquisadora do estudo, através do telefone (92) 99114-9478. No6s lhe
daremos toda assisténcia integral e gratuita e que for necessaria para garantir seu bem-estar. Os
membros da equipe do projeto de pesquisa irdo garantir que vocé receba assisténcia imediata
caso tenha quaisquer tipos de danos, diretos ou indiretos, imediatos ou tardios, sofridos no
decorrer de sua participacdo na pesquisa, previsto ou ndo neste documento.

Os riscos de participacdo neste projeto estdo relacionados ao desconforto da pungédo da
veia para coleta das amostras. Durante a coleta de sangue o senhor podera sentir tremores e
dorméncias nos labios, desconforto no local da coleta e uma mancha vermelha podera aparecer
no local, mas é uma reacdo normal a coleta de amostras.

Os beneficios de sua participacdo estdo direcionados ao auxilio no entendimento da
doenca (COVID-19) e o que ela produz no corpo dos pacientes, além de ser possivel identificar
proteinas que possam demonstrar 0s pacientes que irdo produzir uma resposta eficiente do
organismo ao virus. Essa pesquisa ndo trara nenhum tipo de beneficio direto ou remuneracao
de nenhuma espécie para os participantes deste projeto, mas irdo ajudar a entender a doenca e
0s pacientes que forem infectados no futuro.

Os exames e procedimentos realizados exclusivamente com fins de pesquisa néo

implicardo qualquer custo para vocé. Os acompanhamentos médicos apos a doagdo serdo
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realizados por telefone; se necessario, vocé receberd um ressarcimento pelos gastos
relacionados a sua participacdo no estudo. Apesar de ndo haver compensacéo financeira, ao
assinar este termo de consentimento vocé ndo renunciard a nenhum dos seus direitos legais,
garantidos na regulamentacao brasileira de pesquisa envolvendo seres humanos, sendo um de
seus direitos a solicitagdo de indenizacéo.

Vocé pode ser excluido do estudo se os pesquisadores considerarem oportuno ou se Vocé
solicitar, tanto por razGes de seguranca, por qualquer desconforto que ocorra ou por considerar
que vocé ndo estd cumprindo os procedimentos solicitados pela equipe do estudo. Em todos os
casos, vocé receberd uma explicacdo adequada do motivo que ocasionou a sua retirada do
estudo. Além disso, o estudo também pode ser cancelado por razdes administrativas. Ao assinar
este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, vocé se compromete a cumprir com 0s
procedimentos do estudo que foram explicados.

Para obter mais informacGes sobre este estudo ou para qualquer informacdo adicional
sobre o0s seus direitos como participante, ou se vocé quiser fazer uma reclamacao, por favor,
entre em contato com o pesquisador responsavel do estudo: Dra. Adriana Malheiro Alle Marie,
no endereco Av. Constantino Nery, 4397, Bloco E, 1° andar, Chapada, Manaus - AM; telefone
(92) 99114-9478 ; e-mail malheiroadriana@yahoo.com.br.

Em caso de davidas, denuincias ou reclamaces sobre a sua participacdo e sobre questdes
éticas do estudo, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisas (CEP) da
Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM); e-mail:
cephemoam@gmail.com; endereco: na Av. Constantino Nery, 4397-Chapada, Bloco A, 2°
andar, Sala 13 (CEP-HEMOAM), Chapada, Manaus - AM; telefone: (92) 3655-0114. O horéario
de funcionamento do CEP é de 8 as 14 horas, de segunda a sexta-feira.

Eu li este documento ou ele foi lido para mim, fico ciente e concordo em fazer a doacao.

Eu (nome completo),

e Tive a oportunidade de tirar duvidas sobre o estudo.

e Recebi informagdes suficientes sobre o estudo.

e Serei informado regularmente sobre qualquer informacéo que possa afetar a minha
disponibilidade em continuar a minha participac¢do no estudo.

e Autorizo o acesso as minhas informagdes confidenciais.

e Autorizo o processamento de minhas informagdes e amostras.

e Entendo que receberei uma via deste termo.
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e Entendo que a minha participacéo é voluntéria.

e Entendo que posso retirar 0 meu consentimento e concluir a minha participacao:
1. Em qualquer momento
2. Sem dar qualquer explicacdo
3. Sem que prejudique meu tratamento posterior

Ofereco livremente 0 meu acordo para participar deste estudo e dou 0 meu
consentimento para acessar e usar os meus dados nas condicOes descritas neste Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.
( )SIM ( )NAO
Concordo que as amostras serdo armazenadas para um biorrepositério e autorizo
contato, caso necessario, para futuros estudos que possam ocorrer, aprovados pelo CEP e,

quando necessario, pela CONEP.

( )SIM ( )NAO

, [

Assinatura do Doador Local
, [

Assinatura da Testemunha Local
, [

Assinatura do Pesquisador / Local

Equipe da Pesquisa
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